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1.  Einleitung 
Mit Hilfe der Versuche des Graduiertenkollegs „Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ 
der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig soll mittels experimenteller Un-
tersuchungen der Einfluss einer chronischen oralen Endotoxinbelastung (LPS von Salmonella 
typhimurium) auf Schlachtschweine ermittelt und die Fragestellung bearbeitet werden, ob 
bakterielle und virale Infektionen von Schlachtschweinen unter Belastungssituationen Aus-
wirkungen auf die Produktqualität besitzen und möglicherweise ein Risiko für die Gesundheit 
des Verbrauchers darstellen.   
 
Neben in-vivo Versuchen zur Beurteilung komplexer pathophysiologischer Reaktionen an der 
„Funktionseinheit Magen-Darm-Trakt“ sollen auch in-vitro Systeme zum Studium einzelner 
Strukturelemente etabliert, evaluiert und eingesetzt werden.    
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, mit Hilfe von in-vitro Versuchen den Einfluss ente-
ropathogener Erreger sowie deren Toxine auf die Morphologie des Enterozyten –als wesent-
lichster Bestandteil der intestinalen Barriere– zu untersuchen, um festzustellen, inwieweit eine 
direkte Zellschädigung lediglich durch zytotoxische Effekte auftritt und/oder mediatorvermit-
telte Vorgänge ätiopathogenetisch eine Rolle spielen.   
Zu diesem Zweck wird die Caco-2 Zelllinie als in-vitro Enterozytenmodell genutzt, um mög-
liche Parallelen zu morphologischen Veränderungen am Darm von Schlachtschweinen aufzu-
zeigen, denen endotoxinbelastetes (LPS von Salmonella typhimurium) Futter verabreicht 
wurde.   
Von besonderem Interesse ist es, die morphologischen Effekte von:  
• Salmonella typhimurium-LPS (in verschiedenen Konzentrationen und nach unter-
schiedlichen Expositionszeiten) 
• Rotaviren (als Monoinfektion bei variierenden Expositionszeiten) 
• Salmonella typhimurium (als Monoinfektion bei variierenden Expositionszeiten) 
• Rotaviren (als Primärinfektion) und Salmonella typhimurium (als Sekundärinfektion) 
auf die Caco-2 Zellkultur darzustellen und mit Hilfe der konventionellen Histopathologie, der 
Immunhistochemie und der Transmissionselektronenmikroskopie detailliert zu charakterisie-
ren. Die Resultate sollen anschließend mit den Befunden am Darm in-vivo belasteter Schwei-
ne verglichen werden. 
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Die apikale Zellmembran der Enterozyten zeichnet sich durch einen 1 µm breiten, dichten 
Mikrovillibesatz (Abb. 2.2) aus (TIDBALL 1971, BRITTAN u. WRIGHT 2002). Die Anzahl 
der Mikrovilli liegt bei 2000-3000 je Zelle bzw. 50-100 Millionen pro m2 Epitheloberfläche 
(GEBBERS u. LAISSUE 1984, SMOLLICH u. MICHEL 1992). Der Mikrovillisaum dient 
sowohl der Oberflächenvergrößerung, als auch der Abwehr luminaler Toxine, Bakterien, Pro-
tozoen und Viren. Er ist bedeckt von einer aus Glykoproteinen und Glykolipiden bestehenden 
Glykokalix (ITO 1965, EGBERTS et al. 1984). Durch ihren Gehalt an sekretorischem Im-
munglobulin A (sIgA) stellt die Glykokalix einen effektiven Schutz gegen große Partikel und 
Bakterien dar (ITO 1965).  
Die Mikrovilli werden von 30-40 Zentralfilamenten durchzogen, die parallel zur Achse ange-
ordnet sind und aus Myosin, Aktin und Tropomyosin bestehen (GEBBERS u. LAISSUE 
1984). Diese Filamente strahlen in den apikalen Zytoplasmabereich ein (HULL u. 
STAEHELIN 1979, MOTTA u. FUJITA 1988, SMOLLICH u. MICHEL 1992) und bilden 
mit den parallel zur Zelloberfläche verlaufenden Filamenten das Terminalgespinst („terminal 
web“). Durch die Ausstattung mit Zentralfilamenten sind die Mikrovilli aktiv bewegungsfähig 
(PADYKULA 1977, GEBBERS u. LAISSUE 1984). 
 
x Glykokali 
n 
n 
e 
b 
Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Mikrovillisaums von Entero
TRIER 1968) 
 tight junctioapikale PlasmamembraZentralfilamentterminal wen intermediate junction laterale BasalmembraDesmosomen 
zyten (modifiziert nach 
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Weiterhin besitzen die Enterozyten ein stabilisierendes Zytoskelett. Es besteht aus den röhren-
förmigen, gestreckt verlaufenden Mikrotubuli, den zarten Mikrofilamenten, die das filzartig 
verwobene Flechtwerk („terminal web“) bilden und den Intermediärfilamenten, die bei-
spielsweise in die Halbdesmosomen bzw. Desmosomen einstrahlen und diese festigen. Neben 
der Stützfunktion ist das Zytoskelett auch für die Zelldynamik (z.B. für die Bewegung der 
Zellorganellen) von Bedeutung (KOPF-MAIER u. MERKER 1989). 
Die Position des Zellkerns innerhalb der Zelle ist abhängig vom Alter des Tieres und von der 
Darmregion. Bei neugeborenen Ferkeln sind die Kerne vor allem apikal, im Duodenum auch 
in der Mitte der Zellen gelegen, während sie bei älteren Tieren eine basale Position einneh-
men (CLARKE u. HARDY 1971). Supranukleär liegen das aus Tubuli, Vesikeln und Zister-
nen bestehende Golgi-Feld, mehrere Mitochondrien vom Crista-Typ (MATSUDA et al. 
1989), wenige Lysosomen sowie einige Lamellen des rauen und glatten endoplasmatischen 
Retikulums (rER, gER). Im infranukleären Raum sind ebenfalls Mitochondrien und Anteile 
von rER erkennbar (DAVID u. UERLINGS 1967, MATSUDA et al. 1989). Innerhalb der 
amorphen Zytoplasmamatrix befinden sich viele freie Ribosomen und eine variable Anzahl 
feiner Filamente. Benachbarte Zellen sind apikal durch spezifische Zellkontakte und basal 
durch Interdigitationen miteinander verbunden. An der Zellbasis sind Erweiterungen der In-
terzellularräume (Abb. 2.1, S. 2) zu beobachten, die vor allem zwischen den Zellen der Zot-
tenspitze (des Darmes) besonders auffällig sind (TRIER u. MADARA 1981, MOON et al. 
1983, MOTTA u. FUJITA 1988).  
2.1.1 Ultrastrukturelle Charakteristika der Haftkomplexe 
In epithelialen Geweben von Vertebraten (außer im Plexus choroideus und im Pigmentepithel 
der Retina) sind benachbarte Epithelzellen basal durch Interdigitationen (zytoplasmatische 
Ausstülpungen) und apikal durch einen Bereich spezialisierter Kontaktstellen miteinander 
verbunden (REVEL 1982, KIRKPATRICK u. PFEIFER 1995).  
Unter dem Begriff Haftkomplex (lichtmikroskopisch als „Schlussleistennetz“ bezeichnet) 
werden drei morphologisch unterschiedliche Zonen zusammengefasst (Abb. 2.2, S. 3): 
• Tight junction (Syn.: Zonula occludens) 
• Intermediate junction (Syn.: Zonula adhaerens) 
• Desmosom (Syn.: Macula adhaerens). 
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Die apikal, d.h. an der Basis der Mikrovilli gelegene tight junction verläuft als kontinuierli-
cher, aus parallel zueinander angeordneten Proteinreihen bestehender Verschlusskontakt um 
die gesamte Zelle (MADARA 1988, ANDERSON et al. 1993, FURUSE 1998). Die Ausdeh-
nung der tight junction von apikal nach basal hat eine Länge von 100-700 nm (DOBBINS 
1975, SCHNEEBERGER u. LYNCH 1992). Perijunktional ist stets eine Verdichtung im Zy-
toplasma erkennbar. Basal der tight junction befindet sich die intermediate junction, ein ca. 
300-500 nm langer Bereich mit homogenem, amorphem Material geringer Dichte im ca. 25 
bis 35 nm breiten Interzellularspalt. Die dritte Zone des Haftkomplexes, das Desmosom (be-
steht aus zwei Halbdesmosomen), zeichnet sich durch eine ca. 200 bis 300 nm lange streifen-
förmige Verdichtung des ca. 24 nm breiten extrazellulären Spaltes aus (FARQUAHR u. 
PALADE 1963, STAEHELIN 1974). Parallel zur inneren Zellmembran verlaufen zytoplas-
matische Plaques, in die Intermediärfilamente aus Zytokeratinen einstrahlen (GUMBINER 
1987).  
Gap junctions sind nicht zum Haftkomplex zählende, spezielle Strukturen an der basolatera-
len Zellmembran der Enterozyten. Es handelt sich dabei um eine Annäherung benachbarter 
Zellmembranen (bis auf ca. 3 nm), die in diesem Bereich mit Ionenkanälen ausgestattet sind. 
Über diese erfolgt eine metabolische Zellkommunikation und die Übertragung elektrischer 
Signale (SCHNEEBERGER u. LYNCH 1992).  
2.2 Spezifische Transportmechanismen des Enterozyten 
2.2.1 Charakterisierung des Stofftransportes 
Die Enterozyten sind in der Lage, die Passage von Ionen, Lösungen und Wasser zu regulieren 
und zwar über einen trans- und einen parazellulären Weg (COLEGIO et al. 2002). Die wich-
tigste Aufgabe des Dickdarmes ist die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes. 
Hierbei werden vor allem Natrium (Na+) und Chlorid (Cl-) absorbiert, und Kalium (K+) und 
Bikarbonat (HCO3-) sezerniert (RECHKEMMER 1992). Passiv folgt das Wasser parazellulär 
(PACHA 2000) und transzellulär dem, durch die transzelluläre Absorption von Elektrolyten 
entstehenden, osmotischen Gradienten (PACHA 2000). Der Organismus hat im Dickdarm die 
letzte Möglichkeit, noch einmal auf die Zusammensetzung der Fäzes einzuwirken. Neben 
Neurotransmittern besitzen auch eine Vielzahl parakriner Substanzen, die bei immunologi-
schen Prozessen, wie z.B. Antigen-Antikörper-Reaktionen, oder bei Entzündungen freigesetzt 
werden, einen Einfluss auf den Ionentransport (BREVES u. DIENER 2000). 
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Die nichtselektive Membranpermeabilität ermöglicht es vor allem Nichtelektrolyten, wie 
Wasser, O2 und CO2 sowie kleinen polaren (z.B. Ethanol und Harnstoff) und lipophilen Sub-
stanzen (z.B. Steroidhormone), mittels Diffusion (passiv) durch die Zellmembran zu gelan-
gen. Dieser Vorgang ist nicht sättigbar (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
Für geladene Ionen wie Na+, K+, Cl- und für hydrophile Substanzen wie Glukose und Ami-
nosäuren stellt die Zellmembran eine fast impermeable Membran dar. Der Austausch zwi-
schen Extra- und Intrazellularraum wird daher durch membranständige Transportproteine 
(Carrier) und/oder relativ selektive Kanäle ermöglicht (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
Der Stofftransport durch geöffnete Kanäle erfolgt, wie bei der Diffusion, in Richtung der 
treibenden Kraft, ist passiv und nicht sättigbar. Soweit es sich um geladene Teilchen (z.B. 
Na+, K+, Ca2+, Cl-) handelt, muss neben dem chemischen auch der elektrische Gradient be-
rücksichtigt werden. Diese beiden Gradienten können entweder einzeln oder gemeinsam als 
elektrochemischer Gradient auf den Ionenfluss einwirken (SCHRÖDER u. DIENER 2000).  
Die Carrier transportieren „ihre“ Substanzen entweder nur in eine Richtung (Uniport) oder im 
Austausch gegen einen anderen Stoff über die Zellmembran (Antiport/Exchanger) und zwar 
„bergab“ (passiv) bzw. „bergauf“ (aktiv). Werden von einem Carrier gleichzeitig zwei (z.B. 
Na+/Glukose-Symport im Duodenum) oder gar drei Substanzen (z.B. Na+, K+, 2Cl- Symport 
im distalen Tubulus) in dieselbe Richtung verschoben, so nennt man es Symport oder 
Cotransport. Im Gegensatz zum Transport durch Kanäle ist der carrier-vermittelte Transport 
sättigbar (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
Die erleichterte Diffusion ermöglicht einen passiven, spezifischen Transport (z.B. Glukose), 
der sättigbar ist. Dieser Vorgang wird durch Uniporter, Symporter und auch Antiporter er-
möglicht (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
2.2.1.1 Pathophysiologie des Chlorid- und des Wassertransportes 
Chlorid wird vorwiegend im Dickdarm resorbiert (Abb. 2.3, S. 7). Vermittelt wird die trans-
zelluläre Cl- -Resorption durch sekundäre aktive Cl-/HCO3- Austauscher in der apikalen Zell-
membran (ARGENZIO u. ARMSTRONG 1993, RAJENDRAN u. BINDER 1999). Die 
Kopplung dieser Transporter geschieht dabei über den pH-Wert der Zelle, in dessen Regulati-
on auch ein apikaler Cl-/OH-Austauscher involviert ist (RAJENDRAN u. BINDER 1999). Die 
Mechanismen, über die Cl- -Ionen die Zelle basolateral verlassen, sind bisher unzureichend 
geklärt (BREVES u. DIENER 2000).  
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                                        apikal                                             basal 
 
Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Chloridtransportes am Enterozyten (modifiziert nach 
VIDYASAGAR u. RAMAKRISHNA 2002) 
 
Für die aktive intestinale Cl- -Sekretion wird Cl- basolateral über den Na+/K+/2Cl- Kotranspor-
ter aufgenommen (DELCASTILLO u. SEPULVEDA 1995, PACHA 2000, KUNZELMANN 
u. MALL 2002). Als Antriebskraft für diesen sekundär aktiven Transporter dient der Na+ -
Gradient, der durch die Aktivität der Na+/K+ -ATPase aufrechterhalten wird und das K+ -
Diffusionspotential (PACHA 2000). Eine weitere Möglichkeit der Zelle, basolateral Cl- auf-
zunehmen ist ein von SUZUKI et al. (1994) nachgewiesener Cl-/HCO3- Austauscher in der 
basolateralen Membran. Basolateral aufgenommene Cl- -Ionen werden über apikale Cl--
Kanäle in das Darmlumen ausgeschleust (PACHA 2000).  
Die Cl- -Sekretion wird in den Epithelzellen vor allem durch drei intrazelluläre Second-
messenger-Systeme reguliert: cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat), cGMP (zyklisches 
Guanosinmonophosphat) und der Kalzium (Ca2+) -Signalweg.  
Das cAMP und das cGMP fördert die Cl- -Sekretion direkt, indem es das Öffnen von Cl- -
Kanälen in der Bürstensaummembran auslöst. 
Der Anstieg der intrazellulären Ca2+ -Konzentration induziert eine erhöhte Permeabilität der 
tight junctions (SAWAI et al. 2002) und weiterhin eine Öffnung der basolateralen K+ -Kanäle. 
Durch die Öffnung der basolateralen K+ -Kanäle wird das Membranpotential an das Gleich-
gewichtspotential von K+ angenähert und die Zellmembran hyperpolarisiert. Die Antriebskraft 
für den Austritt der negativ geladenen Cl- -Teilchen aus der Zelle steigt an, die Cl- -Sekretion 
wird also indirekt stimuliert. Das Wasser folgt passiv den sezernierten Elektrolyten aus osmo-
tischen Gründen (BREVES u. DIENER 2000, KUNZELMANN u. MALL 2002). Bei unphy-
siologisch starker Aktivierung dieser Sekretion, kann das sezernierte Volumen um ein Vielfa-
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ches ansteigen, klinisch resultiert daraus eine Diarrhoe (SEIBERT et al. 1999, BREVES u. 
DIENER 2000).  
Eine fehlgeleitete Aktivierung der Cl- -Sekretion kann z.B. erfolgen, wenn es durch bakteriel-
le Toxine (z.B. von Yersinia enterocolitica (Abb. 2.4) oder das hitzestabile Toxin von E. coli) 
zu einer Stimulation der Guanylatcyclase und damit zu einem Anstieg der intrazellulären 
cGMP-Konzentration kommt (BREVES u. DIENER 2000). Das Choleratoxin und die hitze-
labilen Toxine von E. coli bewirken den Anstieg des intrazellulären cAMP über die Aktivie-
rung der Adenylatcyklase. Beides (cGMP- und cAMP-Anstieg) bewirkt eine Öffnung des 
luminalen cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), der einen Cl- Kanal 
in der apikalen Membran in den Enterozyten darstellt und die transepitheliale Cl- -Sekretion 
reguliert, was letztendlich zu einem vermehrten Cl- Ausstrom (KUNZELMANN u. MALL 
2002) und somit klinisch zu einer Diarrhoe führt (SEIBERT et al. 1999, BREVES u. DIENER 
2000). 
Cl-
cGMP
cAMP
E. coli hl Toxin
Cholera Toxin  
Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Chloridausstromes über den CFTR (cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator) am Enterozyten, ausgelöst durch Y. entero-
colitica, durch E. coli hitzestabiles (hs) oder hitzelabiles (hl) Toxin sowie durch das 
Cholera Toxin (modifiziert nach KUNZELMANN u. MALL 2002) 
 
2.2.2 Transportmechanismen von Makromolekülen  
Neben den bereits beschriebenen Transportvorgängen des Enterozyten (vgl. Kap. 2.2.1, S. 5) 
stehen der Zelle weitere Mechanismen zur Stoffaufnahme und –abgabe von Makromolekülen 
(z.B. Immunglobuline, Bakterien, Viren, Endotoxine) zur Verfügung (SCHRÖDER u. 
DIENER 2000). 
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Bei der Endozytose werden feste (Phagozytose) oder gelöste Stoffe (Pinozytose) durch Ein-
stülpung und Abschnürung der Zellmembran ins Zytosol aufgenommen. Gegenüber der Pha-
gozytose ist die Pinozytose nicht sehr spezifisch (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
Neben Alter und Tierart spielt die Funktionsfähigkeit des Immunsystems der Darmschleim-
haut bei der Aufnahme von Makromolekülen eine wichtige Rolle. Bei Neugeborenen treten 
für eine unterschiedlich lange Zeit nach der Geburt durch die Muttermilch aufgenommene 
Makromoleküle (z.B. Immunglobuline) durch die Enterozyten der Dünndarmwand 
(GOLDSTEIN et al. 1979, KAUP 1993, SHEN u. XU 2000). Die Aufnahmefähigkeit der 
Makromoleküle durch den Enterozyten ist abhängig von der epithelialen Reifung und der mit 
dem Alter ansteigenden intraluminalen Proteolyse (MARTIN et al. 1993, 1997). Aufgrund der 
rezeptorvermittelten Endozytose kommt es beim Neugeborenen nicht zu einem Abbau der 
Immunglobuline, so dass diese intakt in das Blut aufgenommen werden (WALKER u. 
ISSELBACHER 1974). Nach dem Schluss der Darmschranke besitzen Enterozyten nur noch 
eine eingeschränkte Kapazität für die Aufnahme und den Transport von Makromolekülen 
(WALKER u. ISSELBACHER 1977).  
Dennoch kommt es auch bei gesunden älteren Individuen, vor allem im Bereich des follikel-
assoziierten Epithels, zu einer Aufnahme größerer Moleküle, wie beispielsweise bakteriellen 
Fragmenten, Endotoxinen und Antigenen durch energieabhängige Mechanismen (VIVES et 
al. 2003). Hierbei werden keine Krankheitsprozesse ausgelöst (WALKER u. ISSELBACHER 
1974), es können aber lokale und/oder systemische Immunreaktionen hervorgerufen werden 
(GEBBERS u. LAISSUE 1982). Insbesondere bei Stresssituationen kann es vor allem im Je-
junum zu einer vermehrten transepithelialen makromolekularen Aufnahme kommen 
(KILIAAN et al. 1998).  
Umgekehrt kommt es bei der Exozytose zur Verschmelzung intrazellulär vorgebildeter und 
Makromoleküle enthaltender Vesikel mit der Zellmembran und damit zu einer Freisetzung 
des Vesikelinhaltes in das Außenmedium (SCHRÖDER u. DIENER 2000). 
2.3 Ausgewählte Aspekte zum Einsatz sowie zu Vor- und Nachteilen der Gewebekul-
tur 
2.3.1 Die Geschichte und der Nutzen der Gewebekultur 
Die Gewebekultur wurde zu Beginn des 20ten Jahrhunderts (HARRISON 1907, CARREL 
1912) als eine Methode entwickelt, die es erlaubt, das Verhalten von Zellen unabhängig von 
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systemischen Variationen zu studieren. Der Ausdruck „Gewebekultur“ umfasst sowohl die 
Organkultur als auch die Zellkultur. Mit der „Organkultur“ wird eine Kultur eines unzerteilten 
Gewebes bezeichnet, in der die histologischen Charakteristika des ursprünglichen Gewebes 
erhalten bleiben. Der Ausdruck „Zellkultur“ bezieht sich auf Kulturen, die von vereinzelten 
Zellen des Originalgewebes, von einer Primärkultur, einer Zelllinie oder einem Zellstamm 
durch enzymatische, mechanische oder chemische Dissoziation gewonnen werden 
(FRESHNEY 2000).  
Einsatz findet die Gewebekultur besonders bei der Untersuchung der intrazellulären Aktivität 
und des intrazellulären Stofftransportes bei Ernährungs- und Infektionsversuchen, bei Über-
prüfung von Arzneimittelwirkungen und Reaktionen der Zelle auf externe Reize. Darüber 
hinaus eignen sich Gewebekulturen für Zell zu Zell-Wechselwirkungsstudien (FRESHNEY 
2000) und spielen in der Implantationsmedizin eine wichtige Rolle (NEREM 2003). 
2.3.2 Die Vorteile der Gewebekultur 
Der Hauptvorteil einer Gewebekultur besteht in der Kontrollierbarkeit des physikalisch-
chemischen Milieus (pH-Wert, Temperatur, osmotischer Druck, O2- und CO2-Tension), wel-
ches einerseits sehr genau überwacht und andererseits relativ konstant gehalten werden kann 
(OLMSTED 1967, HONN et al. 1975). 
In Gewebekulturen besteht die Möglichkeit, unter Umgehung der allgemeinen Stoffwechselsi-
tuation des Gesamtorganismus, den direkten Einfluss eines spezifischen Reagens auf die Zelle 
zu untersuchen, mit dem die Kultur beimpft wurde (FRESHNEY 2000). Hieraus resultiert ein 
geringerer Substanzbedarf im Vergleich zu Injektionen in-vivo, bei denen > 90% des Reagens 
durch Exkretion und Verteilung im Gewebe verloren gehen. Einerseits umgehen in-vitro Un-
tersuchungen die rechtlichen, moralischen und ethischen Probleme des Tierversuches und 
andererseits gestalten sich experimentelle Studien an Gewebekulturen mit Nutzung spezifisch 
ausgewählter Variablen (z.B. Milieu, verschiedene Konzentrationen und Expositionszeiten) 
und mit dem Einsatz vieler Kontrollkulturen wesentlich übersichtlicher und preisgünstiger als 
dies bei Tierversuchen gegeben ist (FRESHNEY 2000). 
2.3.3 Die Nachteile der Gewebekultur  
Die Zellen wachsen viel langsamer als die Mehrzahl der kontaminierenden Mikroorganismen, 
daher müssen die Kulturmethoden unter streng aseptischen Bedingungen durchgeführt wer-
den, um ein „Überwuchern“ der Kultur zu vermeiden (FRESHNEY 2000).  
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Ein weiterer Nachteil ist der Aufwand für die Herstellung von Langzeitzellkulturen sowie 
deren Instabilität im Gegensatz zu der Verwendung von Tieren. Kurzzeitkulturen sind zwar 
genetisch stabiler als Langzeitkulturen, weisen jedoch eine Heterogenität der Zellpopulation 
(unterschiedliche Wachstumsraten) auf, woraus bei der Passagierung unerwünschte Verände-
rungen in der Zellzusammensetzung resultieren (FRESHNEY 2000).  
2.4 Morphologisch-funktionelle Charakteristika ausgewählter Darmzelllinien 
Es gibt viele verschiedene Darmzelllinien, die für Untersuchungen grundlegender Fragestel-
lungen hinsichtlich der Organisation und der Funktion intestinaler Zellen herangezogen wer-
den. Für derartige Studien werden vorwiegend Kolonkarzinomzelllinien genutzt. Entgegen 
den histopathologischen Charakteristika eines Kolonkarzinoms in-vivo weisen die in-vitro 
eingesetzten humanen Kolonkarzinomzelllinien überwiegend die typischen morphologischen 
Merkmale von reifen Enterozyten auf (ZWEIBAUM et al. 1991). Erfolgreich etablierte Zell-
linien vom unveränderten Darm der Ratte (z.B. IEC, IRD-98, RIE-1) zeigen dagegen in-vitro 
keine typischen Merkmale hinsichtlich einer Zelldifferenzierung übereinstimmend mit Ente-
rozyten (CHOPRA et al. 1981, YEH et al. 1980).  
Bei den meisten, von unterschiedlichen Säugetieren (Ratten, Mäuse, Meerschweinchen) 
stammenden Darmzelllinien, die mit chemischen Kanzerogenen behandelt worden sind 
(MARTIN et al. 1975, BRATTAIN et al. 1980, ODONNELL u. COCKERELL 1981), exis-
tieren keine Angaben zu deren histomorphologischem und ultrastrukturellem Erscheinungs-
bild. Eingesetzt werden diese Zelllinien in unterschiedlichen Versuchen mit Hormon- und 
Nährstoffbehandlungen sowie zur physikalischen Untersuchung der Mukusdifferenzierung 
(ZWEIBAUM et al. 1991). 
2.4.1 Humane Kolonkarzinomzelllinien 
Die erste humane Kolonkarzinomzelllinie ist die HT-29 (FOGH u. TREMPE 1975).  
Es gibt viele Zelllinien aus dem humanen Kolonkarzinom, wobei die meisten von ihnen als 
in-vitro Modell für Kolonkarzinomstudien genutzt werden. Da die biochemischen in-vitro 
Arbeiten sich den in-vivo Studien annähern, gibt es aus Sicht der Literatur keinen Anlass die 
Morphologie der genutzten Zelllinien zu beurteilen. Einige von den humanen Kolonkarzi-
nomzelllinien (Caco-2, HT-29, T84) sind in der Lage, unter bestimmten Kultur- oder Behand-
lungsbedingungen, Differenzierungsmerkmale, entweder von reifen Enterozyten oder von 
Becherzellen sowie funktionelle Eigenschaften auszubilden, die für „Transportierendes Epi-
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thel“ spezifisch sind (ZWEIBAUM et al. 1991).  
2.4.1.1 Die HT-29 Zelllinie 
Die HT-29 ist eine pluripotente intestinale Zelllinie von einem Kolonadenokarzinom und 
zeigt morphologisch als „Multilayer“ undifferenzierte, unpolare Zellen, die auch funktionell 
keine Charakteristika von intestinalen Zellen aufweisen (ZWEIBAUM et al. 1985). Verändert 
man die Kulturbedingungen und verabreicht der HT-29 glukosefreies Medium zeigt sich aber 
eine für Enterozyten typische Differenzierung (ZWEIBAUM 1986). Weiterhin isolieren 
LOUVARD et al. (1984) von der HT-29 verschiedene Klone (HT29-18), die unterschiedliche 
Zelltypen (90% Enterozyten-ähnliche Zellen und 10% Muzingranula-enthaltene Zellen), ähn-
lich der intestinalen Mukosa, ausbilden.  
2.4.1.2 Die T84 Zelllinie 
Die T84 ist eine funktionell gut differenzierte Zelllinie, die für hormonelle Studien und für 
Untersuchungen hinsichtlich der Zellproliferation verwendet wird (MURAKAMI u. MASUI 
1980). Die Zelllinie wächst als „Monolayer“ aus polarisierten Zellen, die Cl- sezernieren 
(DHARMSATHAPHORN et al. 1984) und Transporteigenschaften aufweisen 
(MCROBERTS et al. 1985, MANDEL et al. 1986). Obwohl die Zellen polarisiert sind, bilden 
sie aber keine Bürstensaummembran aus (MANDARA u. DHARMSATHAPHORN 1985). 
2.4.1.3 Die Caco-2 Zelllinie 
Die Caco-2 Zelllinie ist eine gut differenzierte Zelllinie, die einem humanen Kolonadenokar-
zinom entstammt (ROUSSET et al. 1980). Erst ca. 10 Jahre nach Etablierung dieser Zelllinie 
wird ihre Enterozyten-ähnliche Morphologie (typische Enterozytendifferenzierung, polarisier-
ter „Monolayer“ mit der Ausbildung von tight junctions, apikale Ausbildung einer typischen 
Bürstensaummembran mit Mikrovillibesatz) beobachtet (ROUSSET et al. 1985). Die Caco-2 
Zelllinie stellt somit ein sehr gutes Modell zur Untersuchung der intestinalen Epithelzellproli-
fertion und der Zelldifferenzierung dar (UC u. BRITIGAN 2003). Funktionell (vom Wachs-
tum abhängige Enzymaktivität) entspricht die Caco-2 Zelllinie ebenfalls den Enterozyten 
(ZWEIBAUM et al. 1986).  
Es gibt noch weitere Zelllinien, die teilweise eine Enterozyten-ähnliche Zelldifferenzierung 
zeigen, aber sie besitzen entweder keine Bürstensaummembran, exprimieren keine spezifische 
Hydrolase (ein Zeichen der Enterozytendifferenzierung) oder sie bilden keine tight junctions 
aus, weswegen diese Zelllinien als Modellsystem für Translokationsvorgänge ungeeignet sind 
Literaturübersicht  13 
(ZWEIBAUM et al. 1991). 
2.5 Morphologische und funktionelle Betrachtungen der Caco-2 Zellkultur im Ver-
gleich zu den Enterozyten und zum Kolonkarzinom 
2.5.1 Morphologie der Caco-2 Zellkultur im Vergleich zu den Enterozyten und zum 
Kolonkarzinom 
Die Caco-2 Zellkultur stellt eine permanente Zelllinie dar, die von einem mäßig differenzier-
ten humanen Kolonkarzinom stammt (CHANTRET et al. 1988).  
Eine Besonderheit der Caco-2 Zellkultur besteht darin, dass während der Kultivierung Diffe-
renzierungsvorgänge zu beobachten sind, sie stellt damit ein sehr gutes Modell für Studien 
über die intestinale Zellproliferation und –differenzierung dar (PAGEOT et al. 2000). Die 
Zellkultur bildet einen dem Schleimhautepithel ähnlichen geschlossenen Monolayer und weist 
typische Charakteristika der humanen Darmmukosa auf (DELIE u. RUBAS 1997, 
GAUTHIER et al. 2001). Die Zellen sind gekennzeichnet durch das Vorhandensein, einer 
apikalen, mit Mikrovilli ausgestatteten Oberfläche, tight junctions, Desmosomen (bestehend 
aus zwei Halbdesmosomen) (ANDERSON u. VANITALY 1995) und einer basalen und einer 
lateralen Zellmembran, so dass sich ein polarisierter Epithelzellverband entwickelt 
(RODRIGUEZ-BOULAN u. NELSON 1989). ANDERSON und VANITALY (1995) be-
schreiben aber dennoch eine gewisse, von den Inhaltstoffen des Mediums abhängige Hetero-
genität der Caco-2 Zellen.  
Der Mikrovillisaum bedeckt in der frühen Phase der Proliferation (fünfter Tag) ca. 70% der 
Zellen und in der stationären Phase (neunter Tag) dann die gesamte Fläche der Caco-2 Zell-
kultur. Die Mikrovilli können als unterschiedliche Wachstumsformen auftreten, 50% bilden 
einen dicken Teppich und 50% erscheinen als „blumenstraußähnliche“ Büschel (PINTO et al. 
1983). 
In der Zeit vom siebten bis zum 21. Tag ähneln die Zellen der Caco-2 Zellkultur, durch ihr 
überwiegend hochprismatisches Erscheinungsbild, morphologisch den normalen Enterozyten 
(Tab. 2.1, S. 14). Intrazytoplasmatische Einschlüsse und Organellen sind asymmetrisch ver-
teilt und der Interzellularspalt stellt sich besser dar, im Gegensatz zu den ein bis sieben Tage 
alten Zellen (BRISKE-ANDERSON et al. 1997). 
BRISKE-ANDERSON et al. (1997) beschreiben aber auch, dass die Caco-2 Zellkultur inner-
halb von neun bis 15 Tagen und besonders deutlich am 21. Tag „multizelluläre Erhabenhei-
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ten“ (zwei- bis 20reihig) ausbildet, die drei bis 18% der Oberfläche der Zellkultur ausmachen. 
Diese, durch proliferatives Wachstum entstandenen „bumps“, werden häufig durch Kanäle 
penetriert, die von einem charakteristischen Bürstensaum ausgekleidet sind. 
Tab. 2.1: Altersbedingte Veränderungen der Zellmorphologie und der Mikrovilli in der Caco-
2 Zellkultur (18. Passage) (modifiziert nach HIDALGO 1989) 
Alter der Zellen 
 
Zellhöhe 
µm 
Zellbreite 
µm 
Länge der Mikro-
villi, µm 
3. Tag 6,05 ± 2,4         11,05 ± 3,2 ~ 0,25 
6. Tag 13,8 ± 1,9             9,9 ± 4,0          0,72 ± 0,3 
16. Tag 29,6 ± 3,4             6,4 ± 3,9 1,19 ± 0,16 
 
Die Entwicklung und die Morphologie der Caco-2 Zellkultur werden durch das Alter der 
Zellkultur und die Anzahl der Passagen (optimal: 28 bis 65) (RILEY et al. 1991, BRISKE-
ANDERSON et al. 1997) ebenso beeinflusst wie durch den pH-Wert des Mediums. Abwei-
chungen, unabhängig davon, ob sie in den azidotischen oder basischen Bereich führen, stören 
die Homöostase der Caco-2 Zellkultur. Die Zellproliferation ist am höchsten bei dem pH-
Wert 7,2 und die Enzymaktivität der Mikrovilli ist am markantesten bei einem pH-Wert von 
8,5 (PERDIKIS et al. 1998).  
Unabhängig von äußeren Einflüssen beginnen sich 25 bis 30 Tage alte Zellen der Caco-2 
Zellkultur vom Rand der Kulturflaschen abzulösen und es kommt zum „Verfall“ (PINTO et 
al. 1983). Genauere Angaben über den Zelluntergang geben die Autoren nicht. 
Im Vergleich dazu ist bei den Enterozyten des unveränderten Darmes bekannt, dass für die 
Balance der Zellerneuerung und die Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase der genetisch 
kontrollierte, programmierte Zelltod (Apoptose) von Bedeutung ist (KERR et al. 1994). Die 
Enterozyten wandern während ihrer Reifung (Abb. 2.5, S. 15) vom Kryptengrund zur Darm-
oberfläche (TRABER 1994, BRITTAN u. WRIGHT 2002). An der Zottenspitze werden die 
Zellen im Bereich der Extrusionszone wieder abgestoßen (MOON et al. 1983, GORDON u. 
HERMISTON 1994, TRABER 1994). Diese Migrationszeit hängt von der Spezies, dem Alter 
und der Darmlokalisation ab. Sie dauert z.B. im Dünndarm neugeborener Ferkel sieben bis 
zehn Tage, bei drei Wochen alten Tieren dagegen nur zwei bis vier Tage (MOON et al. 1983). 
Im Dickdarm beträgt die Migrationszeit bei den landwirtschaftlichen Nutztieren ein bis zwei 
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Tage, bei Nagetieren zwei bis drei Tage (MESSIER u. LEBLOND 1960, CHANG u. 
LEBLOND 1971) und beim Menschen drei bis acht Tage (LIPKIN et al. 1963, MOTTA u. 
FUJITA 1988, BARBER et al. 1993). 
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Zellreifung in den Krypten von der Stammzelle (ST) 
bis zum Enterozyten (E), zur Becherzelle (B) oder zur Paneth Zelle (P); (F) 
Fibroblasten; (KF) Kollagenfasern; (K) Kapillare (modifiziert nach BRITTAN u. 
WRIGHT 2002) 
 
Ein Kolonkarzinom entsteht unter anderem dadurch, dass das Gleichgewicht zwischen dem 
Zellwachstum und dem programmierten Zelltod (Apoptose) zugunsten einer unkontrollierten 
Proliferation gestört ist (BUTLER et al. 1999). Diese Proliferation ist mittels Ki-67 Antigen 
und/oder PCNA bei Menschen und Mäusen nachgewiesen worden (AKEDO et al. 2001, 
ALLEGRA et al. 2002).  
Mit Hilfe der Lichtmikroskopie erkennt DAVID (1967), dass die Tumorzellen des Kolonkar-
zinoms in den meisten Fällen eine angedeutete drüsige Struktur ausbilden, ultrastrukturell fast 
keine Polarität aufweisen (MATSUDA et al. 1989), aber unterschiedlich lange Mikrovilli 
ausbilden, die zum Teil nur aus Rudimenten bestehen (DAVID 1967). 
Die Interzellularräume zwischen den Kolonkarzinomzellen sind dilatiert mit regional gehäuft 
auftretenden Desmosomen sowie durch Ausstülpungen der lateralen Zellmembran gekenn-
zeichnet (DAVID 1967). Atypische Interdigitationen, sowie eine Abnahme der Anzahl der 
Desmosomen, im Vergleich zum normalen Darmepithel (Tab. 2.2, S. 16), beobachten dagegen 
MATSUDA et al. (1989) bei ihren Untersuchungen an Kolonkarzinomen.  
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Die Basalmembran des Kolonkarzinoms ist ultrastrukturell oft fragmentiert oder fehlt stre-
ckenweise, dadurch dringen vielfach Zellausläufer in die weitere Umgebung ein (DAVID 
1967). 
Die Zellen des Kolonkarzinoms zeigen ultrastrukturell pleomorphe Zellkerne und häufig Mi-
tosen (MATSUDA et al. 1989). Im Zytoplasma der Tumorzellen sind einzelne Vesikel, Va-
kuolen oder kleine Schleimtropfen angesammelt (DAVID 1967, NOLTENIUS 1987). Die 
Mitochondrien sind vielfach geschwollen, die Cristae vermindert und gelegentlich sind auch 
degenerierte Mitochondrien im Zytoplasma zu beobachten. Das raue endoplasmatische Reti-
kulum liegt in vesikulärer Form vor und die Anzahl der freien Ribosomen und Lysosomen ist 
meist hoch. Die Zellkerne sind sehr groß und häufig eingekerbt (DAVID 1967, MATSUDA 
et al. 1989).  
Bei der quantitativen Analyse der ultrastrukturellen Charakteristika des Zellkerns und der 
Zellorganellen fällt eine Verschiebung des Kern-Plasmaverhältnisses zu Gunsten des Zellker-
nes und eine Zunahme der Lysosomen im Gegensatz zum normalen Darmepithel auf. Im Un-
terschied dazu zeigen sich bei der Anzahl der Mitochondrien keine deutlichen Abweichungen 
(Tab. 2.2) (MATSUDA et al. 1989).  
Tab. 2.2: Quantitative Analyse ultrastruktureller Charakteristika eines „normalen Darm-   
epithels“ im Vergleich zu Dickdarmkarzinomen (modifiziert nach MATSUDA et al. 
1989). 
 „normales Darmepithel“ 
n = 100 
Kolonkarzinom 
n = 140 
Kern-Plasmaverhältnis 
%               21,8 ± 8,3             41,1 ± 7,5 
Lysosomen/Zelle 1,2 ± 1,2 8,8 ± 8,1 
Mitochondrien/Zelle              35,7 ± 9,3             33,3 ± 14,8 
Desmosomen/Zelle              31,3 ± 7,8               9,6 ± 4,9 
 
2.5.2 Funktionelle Gegenüberstellung der Caco-2 Zellkultur und des Enterozyten 
Einige Autoren (PINTO et al. 1983, HIDALGO et al. 1989, GAUTHIER et al. 2001) verglei-
chen die Caco-2 Zellkultur mit den Enterozyten des Dünndarms adulter Individuen, einige 
aber auch mit den Enterozyten eines fetalen Kolons (GRAND et al. 1976, HAURI et al. 
1985), in dem die Mikrovilli vorübergehend die für dieses Gewebe typische Hydrolase syn-
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thetisieren. Enzyme wie die Aminopeptidase und die alkalische Phosphatase, die typischer-
weise von Dünndarmenterozyten gebildet werden, sind ebenfalls in der Caco-2 Zellkultur 
anzutreffen. Kolonzellen bilden im Unterschied dazu diese Enzyme kaum (PINTO et al. 
1983). Die Caco-2 Zellen exprimieren, wie auch das intestinale Epithel in-vivo, die Heme 
Oxygenase-1 (HO-1), die eine wichtige Rolle im Reifungsprozess der Zellen spielt (UC u. 
BRITIGAN 2003). 
Die Zellkultur scheint als in-vitro Modell für Transportvorgänge am intestinalen Epithel ge-
eignet, weil sowohl bezüglich der Permeabilität von Antibiotika (BIGANZOLI et al. 1999) als 
auch der Permeabilität von Enzymen (wie z.B. die Meerrettich-Peroxidase) eine große Ähn-
lichkeit zwischen dem Dünndarm und der Caco-2 Zellkultur beobachtet werden kann 
(HIDALGO et al. 1989). Der Na-abhängige Hexose-Transport in der Caco-2 Zellkultur ent-
spricht ebenfalls dem des intestinalen Epithels, vorausgesetzt, sie wächst auf einem permeab-
len Träger (RILEY et al. 1991). 
Vergleicht man den als Produkt des Widerstandes (Ω) x der Oberfläche (cm2) definierten, 
transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) der Caco-2 Zelllinie mit dem intestinalen 
Gewebe, fällt auf, dass der TEER zwar variiert, aber generell sechs bis acht mal höher liegt, 
als im humanen Kolon (RUBAS 1996, DELI u. RUBAS 1997). Der transepitheliale elektri-
sche Widerstand ist ein guter Marker für die Entwicklung der tight junctions und beschreibt 
somit die Monolayerintegrität. Die Elektrophysiologie gibt einen Einblick in die Lebensfä-
higkeit der Zellen und da der Transport von Peptiden, Zucker und Aminosäuren (TURNER et 
al. 1996) mit den H+, Cl- oder Na+ -Transporter gekoppelt ist (TSUJI u. TAMAI 1996), auch 
wichtige Informationen über die Aufnahme dieser Moleküle. 
2.6 Die bakterielle Translokation an epithelialen Barrieren 
Die intestinale Translokation von Bakterien ist definiert als die Passage der gastrointestinalen 
Mikroflora durch die Lamina propria in die Mesenteriallymphknoten und von hier aus weiter 
in den Organismus (YAO et al. 1995, MACFIE et al. 1999). In den Mesenteriallymphknoten 
kommt es zum Kontakt mit den Makrophagen und somit zur Stimulation von Zytokinen 
(YAO et al. 1995). 
Das Darmepithel bildet daher eine Schutzbarriere, die eine Ausbreitung intraluminaler Erreger 
in das Gewebe und die Organe verhindern soll (DEITCH 1990, FINK et al. 1991). Sie besteht 
aus folgenden protektiven funktionellen Einheiten (ECKNAUER 1982, EGBERTS et al. 
1985, FINK 1991): 
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Luminale Anteile:   Galle sowie Sekrete des Magens und des Pankreas, Mikroflora 
Supraepithelialer Anteil:  Mukusschicht 
Epithelschicht:   Epithelzellen und Interzellularkontakte 
Immunsystem der  
Darmschleimhaut: Intraepitheliale und einzelne in der Lamina propria vorkommen-
de Lymphozyten, 
solitäre und aggregierte Lymphfollikel, 
sekretorische Immunglobuline. 
Der Darm wird als wichtigstes immunologisches Kontaktorgan eines Individuums zur Au-
ßenwelt angesehen, da er aufgrund seiner großen Oberfläche der höchsten Antigen-Belastung 
ausgesetzt ist (RUCHTI et al. 1980, GEBBERS u. LAISSUE 1984). SCHULZ (1983) und 
TAY et al. (1989) zeigen, dass Salmonellen bei gesund erscheinenden Schlachtschweinen in 
die Organe der Tiere penetrieren können und somit eine Kontaminationsquelle für das Fleisch 
und eine Infektionsquelle für die Konsumenten darstellen. 
2.6.1 Theorien zu Translokationsmechanismen von Antigenen in-vivo und in-vitro 
2.6.1.1 Untersuchungen zu Translokationsmechanismen von Antigenen im Darmkanal 
Verschiedene Autoren untersuchen die Interaktion zwischen pathogenen Bakterien und Ente-
rozyten (FINLEY 1994, MEYERHOLZ u. STABEL 2003). Dabei spielen vor allem die Ober-
flächenstrukturen der Bakterien für die Aufnahme und das intrazelluläre Überleben der Erre-
ger eine Rolle (BEACHEY 1981, ZHOU et al. 2001).  
Hinsichtlich des Translokationsmechanismus von Mikroorganismen bestehen unterschiedli-
che Theorien. STALEY et al. (1969) und ALEXANDER et al. (1990) stellen fest, dass in Va-
kuolen gelegene Keime in den Enterozyten nicht verdaut werden können und durch die Epi-
thelzelle in die darunter liegenden Strukturen eindringen. Es wird angenommen, dass 
Makrophagen die intestinalen Bakterien aufnehmen, dann aber die intrazelluläre Abtötung 
versagt und die Bakterien auf der extraintestinalen Seite, in den Mesenteriallymphknoten, 
wieder „freigelassen“ werden (WELLS et al. 1988). OWEN et al. (1982) beobachten in ihren 
Untersuchungen mit Vibrio cholerae und anderen, nicht identifizierten Darmbakterien eine 
Penetration durch die tight junctions zwischen Follikel-assoziierte Epithelzellen.  
CRUZ et al. (1994a, b) und MEYERHOLZ et al. (2002) unterscheiden drei wesentliche 
Schritte der Translokation: 
 
Literaturübersicht  19 
1. Assoziation der Bakterien mit der Mukusschicht 
2. Penetration der Mukusschicht und Überwindung der Lamina epithelialis mittels: 
a. passivem oder aktivem Eindringen in die Enterozyten  
b. parazellulärer Passage  
c. Eindringen durch die Abschilferungszone an der Zottenspitze  
3. Streuung der Bakterien in die mesenterialen Lymphknoten, über die Portalvene in die 
inneren Organe oder Abtötung der Keime in den Phagozyten. 
In untersuchten „loops“ (exenterierte Darmabschnitte) vom Schweineileum sind nach 10 Mi-
nuten Inkubation mit Salmonellen einzelne, in Vakuolen liegende Bakterien in M-Zellen, En-
terozyten und in Becherzellen erkennbar (MEYERHOLZ u. STABEL 2003). 
MADDAUS et al. (1986, 1988) bemerken bei ihren Translokationsversuchen in Mäusen, dass 
die T-Lymphozyten durch ihre Interleukin-2-Bildung die Translokation von E. coli hemmen. 
2.6.1.2 Untersuchungen zu Translokationsmechanismen von Antigenen an der Caco-2 
Zellkultur 
Um die Interaktion von Bakterien und Enterozyten während bakterieller Translokationsvor-
gänge näher zu bestimmen, verwenden DARFEUILLE-MICHAUD et al. (1990) sowie 
FINLAY und FALKOW (1990) die Caco-2 Zellkultur. Die Autoren vertreten die Auffassung, 
dass diese Zellkultur geeignet ist, den Prozess der bakteriellen Translokation zu beobachten, 
da sie viele Eigenschaften des Dünndarmepithels (vermuteter Translokationsort) besitzt (ob-
wohl sie von Zellen des Kolons abstammen) und zudem einfach zu handhaben ist.  
Der von den Becherzellen sezernierte Schleim, der in-vivo als Schutz der Epithelzellen vor 
einer bakteriellen Aufnahme dient, ist bei der Caco-2 Zelllinie sehr gering (NIV et al. 1992). 
Auch MATTAR et al. (2002) beobachten eine Muzinproduktion, die bei den Caco-2 Zellen 
im Anschluss an eine dreistündige Inkubation mit Lactobacillus casei GG ansteigt und wei-
terhin eine dosisabhängige Hemmung der Translokation (hervorgerufen durch Lactobacillus 
casei GG) von E.coli durch die Caco-2 Zellen. Es ist daher anzunehmen, dass adhärente Bak-
terien die Muzinsekretion der Epithelzellen fördern und somit die bakterielle Translokation in 
die Caco-2 Zellen hemmen (MATTAR et al. 2002).  
WELLS et al. (1993, 1994) inkubieren die Caco-2 Zellkultur mit unterschiedlichen Bakterien 
(Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis und E. coli) für eine 
Stunde. Einzelne Keime finden sich an Enterozyten haftend, von Mikrovilli umschlossen oder 
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intrazellulär in membrangebundenen Vakuolen (WELLS et al. 1993, 1994, CLARK et al. 
2003). Interzellulär, d.h. im Interzellularspalt liegend, ist nur Proteus mirabilis nachweisbar. 
Eine erhöhte Aufnahme von Bakterien nach Inkubation mit einer ansteigenden Endotoxindo-
sis von E. coli wird ebenso wenig beobachtet (WELLS et al. 1993), wie ein Einfluss durch die 
Anwesenheit anderer Bakterien.  
CRUZ et al. (1994c) stellen bei ihren Translokationsversuchen mit E. coli (102, 105, 107, 109 
Bakterien/ml) und der Caco-2 Zellkultur im Anschluss an eine unterschiedlich lange Inkuba-
tion (20, 40, 120, 180 Minuten) einen zeit- und dosisabhängigen Prozess fest, indem sie die 
Anzahl der Bakterien im Medium, welches sich unterhalb der Caco-2 Zellkultur befindet, 
auswerten. Im Weiteren vermuten die Autoren einen teilweise rezeptorvermittelten Transport, 
da die Keime nur intrazellulär sichtbar sind. Eine morphologische Veränderung der tight junc-
tions wird nicht festgestellt.  
CLARK et al. (2003) beobachten bei ihren Translokationsversuchen mit E.coli und der Caco-
2 Zellkultur eine verstärkte bakterielle Translokation bei einem verminderten ATP-Gehalt in 
den Zellen. Auch PANIGRAHI et al. (1997) entdecken bei einem verlängerten Glutaminent-
zug, der eine Reduktion der Na+/K+ -ATPase Aktivität induziert, eine ansteigende Transzyto-
se von Bakterien in der Caco-2 Zellkultur. OELSCHLAEGER (1993) beobachtet an unter-
schiedlichen Zelllinien eine Interaktion von Campylobacter und Citrobacter mit der Epithel-
zelloberfläche; eine Mikrotubuli-abhängige Membraninvagination, zur bakteriellen Aufnah-
me, wird auslöst. Entlang der Tubuli werden die Bakterien durch die Zelle geschleust.  
Die bakterielle DNA (E.coli) wird von dem TLR-9 (Toll-like receptor-9), der u.a. auch von 
Caco-2, HT-29 und T84 exprimiert wird, erkannt und es kommt in den Enterozyten zu einer 
wachsenden IL-8 Produktion und somit zu einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten 
(AKHTAR et al. 2003). 
2.6.2 Bedeutung der bakteriellen intestinalen Translokation in der Humanmedizin 
Der Darmtrakt bildet eine Barriere zwischen dem Individuum und seiner Umwelt, trotzdem 
kommen bakterielle Translokationen, besonders bei Neonaten (GORK et al. 1999) und bei 
stark belasteten Patienten z.B. auf Intensivstationen, vor. Somit stellt der Darmtrakt einen 
Ausgangspunkt von Bakteriämien dar (VANLEEUVEN et al. 1994, SWANK u. DEITCH 
1996). Viele Ergebnisse aus Tierversuchen unterstützen die Theorie, dass die Translokation 
von Bakterien aus dem Darmtrakt in den Organismus durch eine Störung des Gleichgewichtes 
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der Darmflora, parenterale Ernährung, Trauma, Antibiotikagabe, Darmmotilitätsstörungen 
und verschiedene andere Stressoren gefördert wird (VANLEEUVEN et al. 1994, SWANK u. 
DEITCH 1996, OBOLYLE et al. 1998).  
Nach DEITCH und BERG (1987), CRUZ et al. (1994a) sowie LLOVET et al. (1996) werden 
die Schutzmechanismen der Darmschranke hauptsächlich durch drei Faktoren beeinträchtigt 
und dadurch die bakterielle Translokation begünstigt: 
1. Störung des Gleichgewichts der individuellen intestinalen Mikroflora 
2. Zerstörung der Epithelschicht 
3. Schwächung des Immunsystems. 
OBOYLE et al. (1998) weisen in ihren Studien sowohl bei gesunden als auch bei postoperativ 
untersuchten Probanden Bakterien in den Mesenteriallymphknoten nach, wobei Patienten, die 
postoperativ Bakterien in den Lymphknoten enthalten, eine Sepsis ausbilden, im Gegensatz 
zu den gesunden. So scheint die Funktion des Immunsystems die bedeutendste Rolle zu spie-
len. 
Bei den Bakterien, die in humanmedizinischen Studien, aber auch in Tierexperimenten in 
inneren Organen immer wieder nachgewiesen werden, handelt es sich v.a. um gram-negative, 
fakultativ anaerobe Enterobacteriaceen (E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp.), Pseudomonas 
aeroginosa, in geringer Anzahl auch gram-positive, sauerstofftolerante Keime (Staphylococ-
cus epidermidis, Lactobacillus brevis) (SAGAR et al. 1995). Obligate Anaerobier (z.B. Bacte-
roides spp.), die am häufigsten im Darmtrakt zu finden sind, werden nur sehr selten aus den 
inneren Organen isoliert. In den meisten Untersuchungen wird eine Kombination aus bakte-
riologischen und morphologischen Untersuchungstechniken angewendet. Die DNA-
Sequenzierung mittels Polymerase-Kettenreaktion gewinnt auf diesem Gebiet immer mehr an 
Bedeutung (KANE et al. 1996). 
2.6.3 Zusammenhang zwischen der Belastung von Schlachttieren und der intestinalen 
bakteriellen Translokation 
Kommen Schlachttiere aus ihrer vertrauten Umwelt heraus, so wirken vor allem physische, 
psychische und klimatische Stressoren beim Verladen, während des Transports sowie am 
Schlachthof auf die Tiere ein (GRIFFITH 1989). Besonders Schweine sind aufgrund ihrer 
schwachen Kreislaufkonstitution anfällig für Belastungen (STEINHARDT u. LYHS 1974).  
FERNANDEZ et al. (1991) und WARRIS (1994) weisen einen Zusammenhang zwischen 
Literaturübersicht  22 
einer prämortalen Belastung und den erst nach der Schlachtung erkennbaren Mängeln in der 
Fleischqualität (PSE-, DFD-Fleisch) nach. Ob diese Belastungen zu einer intra vitam auftre-
tenden primären bzw. endogenen mikrobiellen Kontamination (bakterielle Translokation) 
innerer Organe führen, ist bisher nur von wenigen Autoren untersucht worden (FEHLHABER 
et al. 1989, 1992, SCHÜPPEL et al. 1994, 1996, EHINGER 1998). Tiere mit klinischer Sym-
ptomatik oder sichtbaren pathologisch-anatomischen Veränderungen können im Anschluss an 
weiterführende Untersuchungen, z.B. der bakteriologischen Fleischuntersuchung, für tauglich 
bzw. untauglich erklärt werden. Latent infizierte oder stark belastete Tiere ohne klinische 
Symptomatik oder pathologisch-anatomische Befunde stellen hingegen eine Gefahrenquelle 
für den Verbraucher dar, der mit der klassischen Fleischuntersuchung nicht begegnet werden 
kann (KOTTER 1996). 
Bereits unter den üblichen Transportbedingungen von Schweinen zum Schlachthof erfolgt 
eine erhöhte Ausscheidungsrate von Salmonellen mit dem Kot (SCHULZ 1983).  
EHINGER (1998) beobachtet ebenfalls bei transportbelasteten, routinemäßig geschlachteten 
Tieren vor allem im oberen Dünndarmabschnitt ausgeprägte Epithelablösungen, wahrschein-
lich hervorgerufen durch die lokal vorhandenen Verdauungsenzyme. Im Zäkum und im Kolon 
werden ebenfalls größere Epithellücken festgestellt, die das Eindringen von Bakterien in die 
Schleimhaut erleichtern.  
2.7 Allgemeine strukturelle Charakteristika und Wirkungen von Endotoxinen 
Der Begriff „Endotoxin“ wird gegen Ende des 19. Jahrhunderts erstmalig erwähnt. Das Toxin 
stellt eine essentielle Zellwandkomponente der äußeren Membran gram-negativer Bakterien 
dar.  
Die Endotoxine sind zwar bei allen gram-negativen Bakterien weitgehend analog aufgebaut, 
besitzen aber dennoch eine gewisse speziesspezifische, strukturdeterminierte Bioaktivität 
(RIETSCHEL u. BRADE 1992). 
Biochemisch entsprechen Endotoxine einem asymmetrischen Lipopolysaccharid und über 
diese amphiphilen Makromoleküle ist der Mikroorganismus in der Lage, mit seiner Außen-
welt in Verbindung zu treten (VAARA et al. 1984, MCCULLOUGH et al. 2000). Als expo-
nierte Oberflächenstruktur spielen Endotoxine bei der direkten Interaktion gram-negativer 
Bakterien mit höheren Organismen eine wichtige Rolle. Das Erkennen der meisten einge-
drungenen Keime durch das Immunsystem des Wirtes erfolgt u.a. anhand der Endotoxine im 
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Sinne eines „call to arms“ (VAARA et al. 1984). Darüber hinaus beeinträchtigen die Mikro-
organismen in manchen Fällen mit Hilfe ihrer Lipopolysaccharide die Wirksamkeit der Pha-
gozyten und auch des Komplementsystems (DEITCH et al. 1991, LOOS u. WASSENAAR 
1994, DIKS et al. 2001). 
2.7.1 Die biochemische Struktur der Endotoxine 
Nach KRÜGER und RÖPKE (1997) sowie MCCULLOUGH et al. (2000) sind Endotoxine, 
strukturell betrachtet, Lipopolysaccharide (LPS) (Abb. 2.6, S. 24) 
Die Endotoxine bestehen aus komplex phosphorylierten Heteropolysacchariden, die kovalent 
an ein spezifisches Lipid (Lipid A) gebunden sind. Durch diese Zusammensetzung erklärt 
sich auch der amphiphile Charakter der Makromoleküle: Der Lipid A-Bestandteil ist lipophil, 
während das Polysaccharid hydrophile Eigenschaften besitzt. An die Polysaccharide, deren O-
spezifische Seitenketten (bestehend aus Oligosacchariden) für die jeweiligen Bakterienar-
ten/Serovarietäten typisch sind und im Makroorganismus eine spezifische Immunantwort in-
duzieren, schließt sich ein weniger variables Kern-Oligosaccharid (bestehend aus äußerer und 
innerer Kernregion) an, welches die Verbindung zu dem Lipid A herstellt. Das Lipid A ist die 
am wenigsten variable Komponente des LPS (RIETSCHEL u. BRADE 1992).  
Für die biologische Aktivität des LPS-Moleküls kommt dem Lipid A entscheidende Bedeu-
tung zu. Die einheitliche Struktur des Lipid A erklärt die vergleichbare biologische Wirksam-
keit von bakteriellen Endotoxinen unterschiedlicher Herkunft. Die bestehenden Unterschiede 
bewirken eine Abweichung in der Stärke der Aktivität des LPS (ZÄHRINGER et al. 1994).  
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Die Induktion von Zytokinen (z.B. Tumor-Nekrose-Faktor α, Interleukin I und VI, Interfero-
ne) sowie von Prostaglandinen, Thromboxan und Postazyklin nimmt insofern eine Zwischen-
stellung ein, da diese Substanzen sowohl Ausdruck einer physiologischen Reaktion, aber auch 
Grundlage für ein Schockgeschehen mit letalem Ausgang sein können (BURELL 1994). In 
welchen Mengen Zytokine gebildet werden, hängt von der Endotoxinkonzentration im Blut, 
dem Endotoxintyp und der Reaktionsgrundlage des Wirtsorganismus ab (FREUDENBERG et 
al. 1993). 
Für SEIDLER (1998) sowie für ZUCKER und KRÜGER (1998) scheint bei Schlachtschwei-
nen am ehesten die Kombination mehrerer Stressoren (hohe Umgebungstemperatur, unsach-
gemäßes Treiben sowie längere Transportzeiten) einen fördernden Einfluss auf die Transloka-
tion von Endotoxinen und Bakterien aus dem Intestinaltrakt zu besitzen. Das Endotoxin wirkt 
insbesondere auf Makrophagen, Granulozyten und Endothelzellen im Sinne der Induktion 
einer „Akuten-Phase-Reaktion“ mit allen Folgeerscheinungen (z.B. Fieber, Granulozytose, 
erhöhte Blutsenkungsgeschwindigkeit) (KRÜGER u. RÖPKE 1997, IUVONE et al. 1999). 
2.7.3 Untersuchungen zur Wirkung von Endotoxinen auf den Darm und auf die Caco-
2 Zellkultur 
Um die Wirkung von Endotoxinen auf die Darmbarriere zu analysieren, führen NOLAN et al. 
(1977) einige Experimente durch. Sie exenterieren das Ileum von Ratten und inkubieren die 
Darmschlinge für zwei Stunden mit einem E. coli-Endotoxin-Medium-Gemisch, untersuchen 
das Darmepithel histologisch und messen die Permeabilität anhand eines 3-O-Methyl-D-
Glukose-Flusses. Die Ergebnisse zeigen sowohl morphologisch, mittels der Lichtmikrosko-
pie, als auch funktionell keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zu den exenterierten 
Kontrolldärmen. Im Gegensatz dazu beobachten DEITCH et al. (1987) bei ihren Tests (intra-
peritoneale Verabreichung von E. coli-Endotoxin) an Mäusen sehr wohl Abweichungen zwi-
schen der Versuchs- und der Kontrollgruppe. Die Autoren stellen im Anschluss an eine intra-
peritoneale Endotoxingabe eine vermehrte, dosisabhängige Translokation der in der Darmflo-
ra physiologischerweise vorhandenen Bakterien aus dem Gastrointestinaltrakt in die Mesente-
riallymphknoten fest, die 48 Stunden nach der Endotoxinverabreichung wieder abnimmt. 
Weiterhin beobachten die genannten Autoren einen Anstieg der gram-negativen Enterobakte-
rien im Zäkumlumen. Es wird vermutet, dass das Endotoxin, wenn es intraperitoneal verab-
reicht wird, zu einer Dysbalance der Darmflora zu Gunsten der Enterobakterien führt. In die-
sem Zusammenhang beobachten ASCHENBACH et al. (2003) bei von ihnen untersuchten 
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Schlachtschweinen mit oral verabreichtem Endotoxin von Salmonella typhimurium eine ver-
mehrte bakterielle Translokation in die proximalen Jejunallymphknoten. 
WELLS et al. (1993) versuchen experimentell die Auswirkung des Endotoxins auf das Darm-
epithel und die Interaktionen zwischen Darmbakterien, Endotoxinen und intestinalen Zellen 
mit Hilfe kultivierter Epithelzellen (Caco-2 Zellkultur) zu analysieren. Im Anschluss an die 
Inkubation von Enterozyten mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen von E. coli weisen 
die Zellen, in Abhängigkeit von den variierenden Endotoxinkonzentrationen, keine erkennba-
ren Unterschiede, in ihrer Morphologie und ihrer Lebensfähigkeit auf. Auffällig ist nur der 
abnehmende, nicht dosisabhängige, transepitheliale elektrische Widerstand nach einer Inkuba-
tionszeit von 16 Stunden. 
Um zusätzlich die Empfänglichkeit der Caco-2-Zellen für Bakterien im Zusammenhang mit 
Lipopolysacchariden zu bestimmen, wird in einem weiteren Versuch die Zellkultur mit unter-
schiedlichen Bakterien (E. coli, Listeria monocytogenes, S. typhimurium, Proteus mirabilis 
und Enterococcus faecalis) beimpft, wobei einige Zelllinien mit E. coli-LPS präinkubiert und 
anderen das Endotoxin von E. coli erst im Anschluss an die bakterielle Infektion zugeführt 
wird. Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie können alle untersuchten Erreger 
sowohl auf als auch in den Zellen beobachtet werden. Mittels der durchgeführten Analysen 
lassen sich in den untersuchten Zelllinien keine Veränderungen in Bezug auf die Morphologie 
und die Lebensfähigkeit der Zellen erkennen. Das Endotoxin von E. coli scheint also die Auf-
nahme der Bakterien in die Zellen nicht zu erleichtern, unabhängig davon, ob es vor oder im 
Anschluss an eine bakterielle Infektion im Darmlumen auftritt (WELLS et al. 1993). 
2.8 Rotaviren 
2.8.1 Taxonomie, Morphologie und Replikation 
Rotaviren sind unbehüllte RNA-Viren und gehören zu der Familie der Reoviridae. Im Trans-
missionselektronenmikroskop ist die typische radartige Struktur erkennbar, welche für die 
Namensgebung (lat. „rota“=Rad) verantwortlich war. Der Durchmesser der Viruspartikel be-
trägt, wenn die äußere Kapsidlage vorhanden ist, 65 bis 75 nm, und wenn diese fehlt 55 bis 65 
nm. Rotaviren mit der äußeren Kapsidlage sind infektiös und vermehren sich im Zytoplasma 
(VANREGENMORTEL et al. 2000, KAADEN 2002). Die Vermehrung eines Virus wird 
durch sein Genom, die RNA gesteuert. Die RNA enthält alle Informationen für die Synthese 
von weiteren Viren. Damit diese Informationen in der Zelle aktiv werden können, muss nach 
der Penetration in die Zelle das Virusgenom freigesetzt werden. Neues Virus wird dann nicht 
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als Ganzes, sondern zunächst in Form seiner Bestandteile (Nukleinsäuren, Proteine) in bio-
chemischen Prozessen synthetisiert, schrittweise zusammengebaut und schließlich aus der 
Zelle freigesetzt (BÜTTNER 2002). Es werden sechs Serogruppen (A bis F) mit zahlreichen 
Serotypen innerhalb der Gruppen unterschieden. Bei den Rotaviren der Gruppe A ist eine 
wechselseitige Übertragung zwischen verschiedenen Spezies (inkl. Mensch) möglich. Inner-
halb der Gruppe A werden bei humanen Rotaviren zwei VP6 Subgruppen (VP=Virusprotein) 
und 11 Serotypen nachgewiesen (VANREGENMORTEL et al. 2000, KAADEN 2002). 
2.8.2 Rotavirusinfektionen bei unterschiedlichen Spezies unter besonderer Berücksich-
tigung der Verhältnisse beim Schwein  
Rotaviren sind weltweit verbreitet und alle epidemiologischen Untersuchungsergebnisse wei-
sen auf einen hohen Durchseuchungsgrad sowohl bei Tieren als auch beim Menschen hin 
(KAADEN 2002). Die Erreger besitzen bei allen Spezies eine starke Affinität zu den ausdiffe-
renzierten Epithelzellen des Dünndarmes (MEBUS u. NEWMAN 1977, MCADARAGH et 
al. 1980, KAADEN 2002) und sie verursachen bei einigen Spezies (z.B. Mensch, Schwein), 
besonders bei Neonaten, schwere, potentiell letal verlaufende Durchfälle (KAADEN 2002).  
Die Inkubationszeit einer Rotavirusinfektion schwankt zwischen 16 Stunden beim Schwein 
und 40 Stunden bei Mäusen (MEBUS u. NEWMAN 1977, MCADARAGH et al. 1980, 
KAADEN 2002). 
Für eine Rotavirusinfektion empfänglich sind Individuen aller Altersstufen, das Virusreser-
voir stellen vermutlich ältere, klinisch inapparent infizierte Tiere dar (KAADEN 2002). Die 
Replikation der Rotaviren im Darmepithel des Dünndarmes führt zu einer Dysfunktion der 
Zellen, zu einer Zottenatrophie und letztendlich zum Zelltod. Die degenerativen Veränderun-
gen beinhalten eine Zell-, Mitochondrien- und Kernschwellung, wobei der Grad dieser Ver-
änderungen von dem Alter der Tiere abhängig ist (bei jungen Tieren sind die Alterationen 
stärker ausgeprägt) (PAUL u. STEVENSON 1992). Das Rotavirustoxin NSP4 bewirkt eine 
Steigerung der tight junction-Permeabilität und es kommt zu einer Aktivierung des luminalen 
Ca2+ -abhängigen Cl- -Kanals, zu einem vermehrten Chlorid- und Wasserausstrom in das 
Darmlumen (KUNZELMANN u. MALL 2002) und somit klinisch zu einer Diarrhoe 
(SEIBERT et al. 1999, BREVES u. DIENER 2000). 
Bei experimentell oral infizierten gnotobiotischen Ferkeln können NARITA et al. (1982) 
lichtmikroskopisch 24 Stunden post infectionem (p.i.) eine Degeneration der Mikrovilli im 
Jejunum und im Ileum feststellen. Transmissionselektronenmikroskopisch sind 18 Stunden 
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p.i. zahlreiche Viruspartikel in den Epithelzellen zu beobachten und 24 Stunden p.i. erschei-
nen die Mikrovilli kurz und irregulär.  
Generell ist die Anzüchtung von Rotaviren schwierig und gelingt in der Regel nur bei weni-
gen Spezies (Rind, Schwein) bzw. erst nach Adaptation an Zellkulturen (LIEBERMANN 
1992). Alle Virusisolate vermehren sich am besten in der embryonalen Rhesusaffennieren-
zelllinie MA-104 (KAADEN 2002).  
2.8.3 Die Wirkung von Rotaviren auf die Caco-2 Zelllinie 
KITAMOTO et al. (1991) und JOURDAN et al. (1995) beobachten bei einem Versuch mit 
Rotaviren vom Rhesusaffen und dem humanen Rotavirus, dass Rotaviren in-vivo einen spezi-
fischen Tropismus zum Dünndarm zeigen. In-vitro nach 18stündiger Inkubation sind die Ro-
taviren sowohl in undifferenzierten (fünf Tage alt) als auch in differenzierten (15 Tage alt) 
Caco-2 Zellen erkennbar. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass bei einer Rotavirusinfektion der 
Caco-2 Zelllinie die Penetration nicht von der Zelldifferenzierung abhängig ist. Basierend auf 
diesen Ergebnissen inkubieren DICKMAN et al. (2000) eine fünf Tage alte Caco-2 Zellkultur 
mit Rhesusaffen-Rotavirus für acht bis 24 Stunden. Sie beobachten eine Destruktion der tight 
junctions und einen Verlust des transepithelialen elektrischen Widerstandes, was als Hinweis 
für eine metabolische Dysfunktion angesehen wird. Anzeichen eines Zellunterganges werden 
jedoch nicht beobachtet. Bei einer 14 bis 16 Tage alten Caco-2 Zellkultur (16- bzw. 
18stündige Inkubation mit Rotaviren) spricht die Abnahme des transepithelialen elektrischen 
Widerstandes der mit Rotaviren infizierten Zellen sowie der Nachweis von Viruspartikeln 
mittels immunfluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen für eine virale Replikation 
(SVENNSON et al 1991, OBERT et al. 2000). 24 Stunden p.i. fällt bei den tight junctions 
eine beginnende Zerstörung auf, die sich nach 36 Stunden verstärkt hat, die Zonula adhaerens 
bleiben hingegen unverändert (OBERT et al. 2000). 
2.9 Salmonellen 
2.9.1 Geschichte und Taxonomie der Salmonellen 
Der Erreger des Typhus wurde 1880 erstmals mikroskopisch nachgewiesen und einige Jahre 
später angezüchtet. Im Kauffmann-White-Schema wird das Genus Salmonella aufgeführt und 
innerhalb dieses Schemas werden die Salmonella-Serovare in sieben Subspezies eingeteilt 
(Tab. 2.3, S. 29), die sich serologisch, genetisch und biochemisch voneinander unterscheiden 
(DEDIE et al. 1993, SELBITZ 2002).  
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Die Serovare werden, basierend auf zwei Antigengruppen, den in der Zellwand lokalisierten 
O-Antigenen und den mit den Geißeln verbundenen H-Antigenen, serologisch differenziert. 
Alle zur Gattung Salmonella gehörigen Isolate können so über ihre Antigenformel eingeord-
net werden, dabei werden die Serovare nach ihrem Haupt-O-Antigen in O-Gruppen eingeteilt. 
Zurzeit umfasst das regelmäßig durch Supplemente aktualisierte Kauffmann-White-Schema 
ungefähr 2500 serologisch definierte Salmonella-Serovare (DEDIE et al. 1993, SELBITZ 
2002).  
Tab. 2.3: Übersicht zu den Spezies und Subspezies der Gattung Salmonella (modifiziert nach 
POPOFF et al. 2000) 
Spezies Subspezies frühere Bezeichnung 
Anzahl der 
Serovare 
spp. enterica spp. I 1443 
spp. salamae spp. II 488 
spp. arizonae spp. III a 94 
spp. diarizonae spp. III b 323 
spp. houtenae spp. IV 70 
S. enterica 
spp. indica spp. VI 11 
S. bongori 
 spp. bongori 
spp. V 20 
       Legende: S.    Salmonella 
 
2.9.2 Morphologie der Salmonellen 
Das Genus Salmonella gehört zu der Familie der Enterobacteriaceae und lässt sich mit Hilfe 
seiner biochemischen Eigenschaften und seines Wachstums in unterschiedlichen Medien von 
den übrigen 30 Genera der Enterobacteriaceae abgrenzen (PIETZSCH 1981, DEDIE et al. 
1993).  
Salmonellen sind gram-negative, sporenlose und bis auf wenige Ausnahmen frei bewegliche, 
0,7 bis 1,5 x 2,0 bis 5,0 µm große, plumpe, begeißelte Stäbchen. Sie besitzen eine stark ge-
wellte, äußere Membran mit elektronendichtem Flaum und eine innere Membran, die sich der 
Form der äußeren Membran anpasst (JOHANNESSEN 1980). Sie wachsen aerob und fakulta-
tiv anaerob, besitzen thermostabile O-Antigene (Bestandteile des LPS-Komplexes) und ther-
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molabile H-Antigene (DEDIE et al. 1993). Letztere sind Geißel-Antigene, die nur von beweg-
lichen Erregern exprimiert werden. Die Geißeln stellen ultrastrukturell fadenförmige, kontrak-
tile Gebilde dar, die in der äußeren Zytoplasmamembran verankert sind und entweder an den 
Längsseiten oder allseits inserieren und zudem eine ausgeprägte Antigenität besitzen 
(SELBITZ 2002).  
Transmissionselektronenmikroskopisch werden Fimbrien (Pili = filamentöse, unbewegliche 
Anhänge aus Protein (Pilin)) beobachtet, welche als starre Gebilde oder in gewundener Form 
von der Bakterienoberfläche ausgehen und wesentlich kleiner als die Geißeln sind. Ihre pa-
thogenetische Bedeutung bei Salmonellen ist bisher nicht (wie bei E. coli) charakterisiert 
worden, es ist jedoch zu vermuten, dass sie gemeinsam mit den Enterotoxinen bei allen Ente-
ritis-verursachenden Salmonellen vorkommen (SELBITZ 2002).  
2.9.3 Pathogenitätsmechanismen der Salmonellen 
Die zentrale Eigenschaft der Salmonellenpathogenität ist die Fähigkeit der Bakterien, sich im 
Dünndarm zu vermehren (LOOS u. WASSENAAR 1994) und in M-Zellen, in Enterozyten 
und in Becherzellen einzudringen (MEYERHOLZ et al. 2002). Die Erreger können eine Di-
arrhoe und/oder eine systemische Erkrankung bei einer Vielzahl von Säugetieren und beim 
Menschen, besonders bei Kindern, älteren und immundefizienten Personen auslösen (DEDIE 
et al. 1993, LOOS u. WASSENAAR 1994). Der Mensch infiziert sich in der Regel oral, z.B. 
über kontaminierte Lebensmittel. Die primären Infektionsquellen sind dabei insbesondere 
Lebensmittel (SELBITZ et al. 1995, LOOS u. WASSENAAR 1994), die von Geflügel, Rin-
dern und Schweinen stammen, wobei die Tiere in den seltensten Fällen klinisch erkrankt sind. 
Salmonellen werden in fettreichen Lebensmitteln während der Magenpassage vom Fett um-
hüllt und sind dadurch vor der Einwirkung der Magensäure geschützt (SELBITZ et al. 1995).  
Der, für die Entstehung einer Diarrhoe oder einer Infektionskrankheit durch Salmonellen 
(Salmonellose), wichtige Kontakt mit der Mukosa des Ileums und des Kolons wird durch die 
Fimbrien der Bakterienoberfläche hergestellt (DUGUID et al. 1976, LINDQUIST et al. 
1987). Für die Aufnahme in die Zelle besitzen die Salmonellen in ihrer Membran ein so ge-
nanntes Typ III Sekretionssystem (Abb. 2.7, S.31) (ZHOU et al. 2001), welches unterschied-
liche Substrate (z.B. SopB, SopE und SopE2) beinhaltet. Diese, aus dem Typ III Sekretions-
system austretenden Proteine, sind verantwortlich für die bakterielle Internalisation in die 
Enterozyten und die Entstehung einer meist darauf folgenden Diarrhoe. SopE und SopE2 ak-
tivieren die GTPasen Cdc42 und Rac direkt, während eine Aktivierung der GTPase Cdc42 
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über SopB nicht bewiesen ist (ZHOU et al. 2001). Die Aktivierung von Cdc42 und Rac füh-
ren zu einer reversiblen Veränderung der Zellmembran und die Salmonellen können in die 
Zelle aufgenommen werden (ZHOU et al. 2001). CLARK et al. (2003) beobachten im Zu-
sammenhang mit einer bakteriellen Translokation eine Verminderung des zellulären ATP-
Gehaltes.  
 
 
Abb. 2.7: Schematische Darstellung des Pathomechanismusses von Salmonella typhimurium 
eine Membranveränderung an den Enterozyten auszulösen, in die Zelle einzudrin-
gen und über den Transformationsfaktors NF-кB Interleukin-8 zu aktivieren (modi-
fiziert nach GALAN 1999) 
 
Während der Penetration durch den Mikrovillisaum bildet sich eine Vakuole um das Bakteri-
um (Abb. 2.8, S. 33) (PACE et al. 1993, OKADA 2003). Die physiologischerweise nachweis-
baren Oberflächenmoleküle der Antigen-präsentierenden Vakuolen sind in den Salmonella 
typhimurium beinhaltenden Vakuolen nur unzureichend vorhanden, so dass eine lysosomale 
Fusion sowie eine Verdauung von Salmonellen in den Lysosomen nicht stattfinden kann. Die 
Bakterien werden daher über Exozytose an der Basalmembran wieder freigesetzt (FINLAY 
1994), ohne morphologische Veränderungen innerhalb des Enterozyten auszulösen (REED et 
al. 1986, WELLS et al. 1993). Im Gegensatz dazu entdecken WELLS et al. (1993) und 
MEYERHOLZ et al. (2002) Bakterien nicht nur membrangebunden, sondern auch frei im 
Zytoplasma (Abb. 2.8, S. 33) liegend. Treten die Erreger über den junktionalen Komplex ein, 
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liegen sie entweder zwischen den tight junctions (Abb. 2.8, S. 33) , den intermediate junctions 
oder den Desmosomen (MEYERHOLZ et al. 2002), eingeschlossen in eine von den benach-
barten Zellen gebildeten Vakuole (WELLS et al. 1993).  
In der Zelle führen die Salmonellen, durch die Aktivierung von Cdc42, zu einer Stimulierung 
weiterer Proteine, z.B. des Transformationsfaktors NF-кB (EAVES-PYLES et al. 1999), was 
eine Expression von Interleukin-8 nach sich zieht (GALAN 1999). Dies induziert einen An-
stieg der intrazellulären Kalziumkonzentration (KUNZELMANN u. MALL 2002), es kommt 
zu einer indirekten Cl- -Sekretion und somit zu einem vermehrten Wasserausstrom aus der 
Zelle, woraus aus klinischer Sicht eine Diarrhoe resultiert (siehe Pathophysiologie des Chlo-
rid- und des Wassertransportes, Kap. 2.2.1.1, S. 6) (SEIBERT et al. 1999, BREVES u. 
DIENER 2000).  
Interleukin-8 gehört zu den proinflammatorischen Zytokinen und ist in die Entstehung einer 
akuten invasiven Gastroenteritis involviert und wird zudem, wie einige andere Zytokine, von 
den intestinalen Epithelzellen infolge eines viralen (BASS 1997), bakteriellen 
(MCCORMICK et al. 1993) oder chronisch entzündlichen Stimulus (VANDULLEMEN et al. 
1997) sezerniert (VAISMAN et al. 2003). Interleukin-8 führt im Anschluss an seine lokale 
„Freisetzung“ zur Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen und intraepithelialen Lym-
phozyten (BAGGIABIHI 1993), die maßgebend an der Entzündungsreaktion beteiligt sind.  
Weiterhin können Salmonellen lokal im intestinalen Gewebe verbleiben und sind dann in den 
Enterozyten sowie in Phagosomen liegend erkennbar (OKADA 2003), oder aber auch in der 
Submukosa, der Lamina propria und den Endothelzellen zu finden. Die Erreger können zu-
sätzlich, wie von TAKEUCHI (1967) beobachtet, die epitheliale Barriere des Dünndarmes 
penetrieren, über die Submukosa weiter zu den Lymphknoten, in die Leber und in die Milz 
translozieren und sind somit imstande, lokale und/oder systemische Erkrankungen bei 
Mensch und Tier auszulösen.  
Bei Schweinen sind die am häufigsten isolierten Salmonellen die Serotypen Salmonella cho-
leraesuis und Salmonella typhimurium (SCHWARTZ 1991, 1999). Salmonella choleraesuis 
ist an das Schwein adaptiert und führt zu einer Septikämie, Salmonella typhimurium dagegen 
ist nicht an das Schwein adaptiert und führt zu einer Enterokolitis. Die Infektion mit Salmo-
nella choleraesuis beim Schwein ist eine schwere Erkrankung mit einer hohen Mortalität, im 
Gegensatz zu Infektionen mit Salmonella typhimurium (BÄUMLER et al. 2000).  
Erkrankungen, die durch Salmonella typhimurium hervorgerufen werden, zeigen meist einen 
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milden klinischen Verlauf und führen zu einer selbstheilenden Diarrhoe. Dies weisen WOOD 
et al. (1989) im Anschluss an einen Infektionsversuch mit Salmonella typhimurium bei 
Schweinen nach. Dagegen kann Salmonella choleraesuis in der zweiten Trächtigkeitshälfte 
einen Abort (SELBITZ 2002) und bei jungen Schweinen im Absatzalter eine Septikämie mit 
Milz- und Lymphknotenschwellung hervorrufen (DEDIE et al. 1993). 
 
Abb. 2.8: Schematische Darstellung der Adhäsion, Penetration und Translokation von Sal-
monella typhimurium (S), durch die Epithelzellen in die darunter liegenden Struk-
turen. Die Salmonellen befinden sich frei oder in Vakuolen liegend in den Entero-
zyten. Die Zellkerne (ZK), die Mitochondrien (M), die Desmosomen (D), das raue 
endoplasmatische Retikulum (rER) und der Golgi-Apparat (GA) sind unverändert 
(modifiziert nach GIANELLA 1996) 
 
2.9.4 Mechanismen der Interaktion von Salmonellen und Epithelzellen in-vitro und in-
vivo 
Salmonellen besitzen die Fähigkeit, an Zellen einer Nierenepithelzelllinie (FINLAY u. 
FALKOW 1990) oder an Makrophagen (SCHRÖDER 2002) anzuhaften und nachfolgend in 
die Zelle einzudringen. Bei ihren Versuchen mit der Caco-2 Zelllinie stellen FINLAY und 
FALKOW (1990) weiterhin fest, dass Salmonella choleraesuis und Salmonella typhimurium 
innerhalb von zwei Stunden von der apikalen auf die basale Seite (in das basolaterale Medi-
um) wandern. Nach drei bis vier Stunden sinkt der transepitheliale elektrische Widerstand der 
Zellen und nach sechs Stunden ist schließlich die Integrität der Zelllinie gestört. 
In einem in-vitro Versuch mit Enterozyten vom Schwein entdecken ISAACSON und 
KINSEL (1992) einen adhäsiven und einen nicht-adhäsiven Phänotyp von Salmonella typhi-
murium. Die Entstehung der beiden Phänotypen scheint von der Anzüchtung in Kulturmedien 
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mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen abhängig zu sein. Das Anhaften von Salmonella typhi-
murium an die Enterozyten ist zeitabhängig, die maximale Bindung (Attachment) erfolgt nach 
einer Stunde (37° C) mit signifikanten Unterschieden zwischen den beiden Typen. Während 
die Anheftung des adhäsiven Phänotyps nach drei Stunden geringgradig ansteigt, ist diese bei 
den nicht-adhäsiven Erregern nur unwesentlich vermehrt (Abb. 2.9). Im Gegensatz zu den 
nicht-adhäsiven Salmonellen sind, anhand der Elektronenmikroskopie, bei den adhäsiven 
Salmonellen Pili zu erkennen. Beide Phänotypen besitzen Geißeln, weshalb den Pili eine ge-
sonderte Rolle bei der Adhäsion und der Invasion zugesprochen wird (ISAACSON u. 
KINSEL 1992). 
 
  
9
● 8 ● 
● 7 
6 
● 
5 
4 
3 
2 ♦ ♦ ♦  1 
0 
60 
 Zeit in m
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(ISAACSON u. KINSEL 1992) 
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wickeln die Erreger dadurch die Fähigkeit, in eine Zelle einzudringen (ELSINGHORST et al. 
1989, GALAN u. CURTISS 1989). Unterschiedliche Umweltbedingungen können die Ex-
pression genetischer Untereinheiten bei vielen Darmbakterien beeinflussen (HIGGINS et al. 
1990, DORMAN 1991).  
2.10 Sekundärinfektionen 
2.10.1 Bakterielle Sekundärinfektionen nach einer Virusinfektion bei unterschiedlichen 
Spezies unter besonderer Berücksichtigung des Darmtraktes 
Virusinfektionen werden bei allen Spezies durch Mischinfektionen mit anderen enteropatho-
genen Erregern kompliziert. So führt zum Beispiel ein synergetisches Zusammenwirken von 
Rotaviren mit Coronaviren sowie enterotoxischen E. coli (ETEC) oder Kryptosporidien zu 
besonders schweren klinischen Verlaufsformen (KAADEN 2002).  
LECCE et al. (1982) stellen fest, dass die Rotaviren das Epithel des Dünndarmes bei abge-
setzten Ferkeln schädigen, sie entwickeln klinisch eine Diarrhoe mit einer anschließenden 
Dysbakterie zu Gunsten der E. coli.  
SNODGRASS et al. (1982) diagnostizieren ebenfalls bei sechs Tage alten Kälbern, die oral 
mit Rotaviren und E. coli infiziert werden, dass eine Rotavirusinfektion nötig ist, um E. coli 
eine Kolonisation im Darm zu ermöglichen. Die Ausprägung der Diarrhoe, hervorgerufen 
durch diese Sekundärinfektion, und die histologischen Befunde am Darmtrakt entsprechen 
laut ihren Untersuchungen denen der jeweiligen Monoinfektion mit Rotaviren bzw. mit E. 
coli. 
Bei einem Fütterungsversuch werden vier Wochen alte Ferkel einer Rotavirusinfektion ausge-
setzt und vier Tage später erfolgt eine Sekundärinfektion mit E. coli. Der auftretende Durch-
fall ist, im Gegensatz zu den von SNODGRASS et al. (1982) beschriebenen Ergebnissen, 
schwerwiegender als bei einer Monoinfektion und zwei bis drei Tage im Anschluss an die 
Sekundärinfektion sterben alle Ferkel innerhalb dieser hier aufgeführten Studie (TZIPORI et 
al. 1980).  
2.10.2 In-vitro-Beobachtungen bei Sekundärinfektionen an verschiedenen Zelllinien 
Mehrere Studien legen dar, dass eine virale Infektion kultivierter Epithelzellen eine intrazellu-
läre Aufnahme von enteropathogenen Bakterien fördert (BUKHOLM u. DEGRE 1984, 
KONKEL u. JOENS 1990, MODALSLI et al. 1995). SUPERTI et al. (1996) beobachten in 
ihrem Versuch mit der Caco-2 Zellkultur eine signifikante Steigerung von intraepithelial auf-
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genommenen Bakterien (Listeria monocytogenes) sowie deren Vermehrung bei mit Rotavirus 
präinfizierten Zellen, während Polioviren nur einen schwachen Anstieg der Bakterienaufnah-
me induzieren. DIBIASE et al. (2000) erhalten ähnliche Resultate, bei denen sich die intrazel-
luläre Aufnahme mit Yersinia spp. stark erhöht, sobald die Zellen der Caco-2 Zelllinie zuvor 
mit Rotaviren infiziert wurden.  
Es besteht eine spezifische Interaktion zwischen mit Rotaviren infizierten Zellen und fakulta-
tiv enteropathogenen Bakterien (BUKHOLM 1988). Bei Salmonella typhimurium kommt es 
zu einer signifikanten Steigerung der Invasivität, wenn die embryonale Rhesusaffen-
nierenzelllinie (MA-104) 48 Stunden lang mit Rotaviren präinkubiert wird, bei Shigella flex-
neri tritt sie erst 72 Stunden nach der Rotavirusinfektion auf, wobei aber durch die Viren kein 
zytopathogener Effekt aufzeigt werden kann. Zwei nicht enteropathogene Stämme von E. coli 
zeigen keine Invasivität in mit Viren vorbehandelten MA-104 Zellen (BUKHOLM 1988). 
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3. Material und Methoden 
3.1 Caco-2 Zellkultur/Infektion 
Die Versuche an der Caco-2 Zellkultur wurden in Kooperation und unter Nutzung des Labors 
in der „Bundesforschungsanstalt für Viruskrankheiten der Tiere“ (BFAV) in Jena durchge-
führt. 
3.1.1 Die Caco-2 Zellkultur 
Die verwendete Caco-2 Zelllinie stammt von einem humanen Kolonkarzinom (Fa. Deutsche 
Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig).  
Die unterschiedlichen Versuche (Beimpfung der Caco-2 Zellkultur mit LPS, Rotaviren, Sal-
monellen sowie mit Rotaviren und Salmonellen (Abb. 3.2, S. 38)) erfolgten an den Passagen 
12 bis 49 (Fa. DSMZ, Braunschweig) mit einer Zellkonzentration von 1x105/ml Medium. Für 
die Herstellung des verwendeten Mediums wurden dem Standardmedium Dulbecco´s modi-
fied Eagle´s medium (DMEM, Fa. Life Technologies, Karlsruhe), 10% fetales Kälberserum 
(FKS, Fa. Sigma, Taufkirchen) und 1% nicht essentielle Aminosäuren (NEAS, Fa. Sigma, 
Taufkirchen) zugesetzt. Jedes Well der 24 Well-Platten (Fa. Merck Eurolab, Dresden) (Abb. 
3.1) wurde mit 0,6 ml des fertigen Mediums („basales“ Medium) beschickt und anschließend 
0,6 cm2 großen Millicell®-Einsätze (Fa. Millipore, Eschborn) (Abb. 3.1, Inset) mit Isopore 
Polykarbonat-Membranen (Porendurchmesser: 3 µm) eingesetzt. Zum Schluss wurden 0,3 ml 
der Zellsuspension vorsichtig auf die Membran („luminales“ Medium) aufpipettiert. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.1: 24 Well-Platte, Inset: Einsatz für die 24 Well-Platte  
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Eine Beobachtung des Zellwachstums in den Millicell®-Einsätzen innerhalb der 24 Well-
Platten war während des Versuchsdurchganges nicht möglich. Es ist jedoch anzunehmen, dass 
die Zellen einen geschlossenen Monolayer gebildet haben, da der während des Waschens be-
nutzte PBS+ -Puffer (Fa. Dr. Hollborn, Leipzig) sich auf dem angewachsenen Zellrasen sam-
melte und somit kein Flüssigkeitsdurchtritt in das basale Medium erfolgte. 
Das Medium ist von rotvioletter Farbe und schlägt bei Verunreinigung, z.B. durch Erreger, 
nach gelb um. Daher war eine grobsinnliche Kontrolle hinsichtlich einer Kontamination der 
Zelllinie mit unerwünschten Keimen während der Versuche möglich. 
Die Subkultivierung erfolgte entsprechend der Angaben in Kapitel 9.1, S. 121. 
 
Lichtmikroskopie (Semidünnschnitte) 
Transmissionselektronenmikroskopie 
TUNEL-Technik 
(Apoptose) 
Immunhistochemie 
(PCNA, Ki-67 Antigen) 
Kontrolle-
Caco-2 ZK 
LPS-Versuche 
an der Caco-2 
ZK 
Immunhistochemie 
(Rotaviren + Salmonellen) 
Kontrolle-
Caco-2 ZK 
Infektion der 
Caco-2 ZK 
mit  
Rotaviren 
Infektion der 
Caco-2 ZK 
mit  
Salmonellen 
Infektion der 
Caco-2 ZK 
mit  
Rotaviren + 
Salmonellen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Material- und Methodenübersicht   
 Legende: ZK=Zellkultur 
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3.1.2 Salmonella typhimurium-LPS 
Das für die eigenen LPS-Versuche (I-IV, vgl. Kapitel 3.1.3) und für die Fütterungsversuche 
der Schweine des Graduiertenkollegs (Veterinärmedizinische Fakultät Leipzig) verwendete 
Endotoxin wurde vom Institut für Mikrobiologie der Veterinärmedizinischen Fakultät in 
Leipzig zur Verfügung gestellt. 
Das LPS stammte von der Firma Felgenträger & Co. (Impfstoffwerk Dessau-Tornau). Die 
Kultivierung/Hitzeinaktivierung des LPS erfolgte bei 100°C für eine Stunde. Die Bestimmung 
des Endotoxingehaltes (1,1 mg/ml) übernahm die Firma Biocontrol in Holzhausen. 
Das Bundesinstitut für Risikobewertung – Nationales veterinärmedizinisches Referenzlabor 
für Salmonellen (NRL-Salm) – in Berlin bestätigte, dass die LPS-Proben von einem Isolat 
Salmonella typhimurium DT104 stammten.  
3.1.3 LPS-Versuche I-IV 
Die LPS-Versuche I–IV (Abb. 3.3) wurden an der 12.-49. Passage der Caco-2 Zellkultur 
durchgeführt. 
 
LPS-Versuch I 
0; 0,1; 0,01;  
0,001 mg/ml 
LPS-Versuch II
0; 1,0; 0,1;  
0,001 mg/ml 
LPS-Versuch III
0; 1,0; 0,1;  
0,001 mg/ml 
LPS-Versuch IV
0; 1,0; 0,1;  
0,001 mg/ml 
 
 
 
 
Inkubation 
1h, 6h, 11h,  
16h, 26h 
Inkubation 
6h, 16h, 26h 
Inkubation 
6h, 16h, 26h 
Inkubation 
6h, 16h, 26h  
 
 
12. Passage 49. Passage 25. Passage 
sieben Tage alte Caco-2 Zellkultur 
40. Passage 
 
 
Abb. 3.3: Material- und Methodenübersicht zu den LPS-Versuchen hinsichtlich der unter-
schiedlichen S. typhimurium-LPS-Konzentrationen (mg/ml) mit variierender Expo-
sitionszeit (Stunden) an der sieben Tage alten Caco-2 Zellkultur (12./25./40./49. 
Passage) 
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Nach einer Wachstumsdauer von sieben Tagen in Millicell®-Einsätzen bei 37°C und einer      
5% igen CO2-Konzentration, erfolgte die Entnahme des auf dem Zellrasen befindlichen („lu-
minalen“) Mediums und das Waschen (1x) der Proben mit 0,3 ml PBS+-Puffer. Das konzent-
rierte LPS von Salmonella typhimurium wurde mittels des hergestellten Mediums von 1,1 
mg/ml auf 1,0; 0,1; 0,01 und 0,001 mg/ml verdünnt, auf die Zellkultur aufgetragen und für 
jeweils eine Stunde, sechs Stunden, 11 Stunden, 16 Stunden oder 26 Stunden bei 37°C und 
bei einer 5% igen CO2-Konzentration inkubiert.  
Im Anschluss an die Inkubation erfolgte das Absaugen des LPS-Gemisches und das Waschen 
(1x) mit jeweils 0,3 ml PBS+-Puffer mit nachfolgender Fixierung der kompletten Millicell®-
Einsätze (n=56) in 4% igem neutralem gepuffertem Formalin bzw. in 3% igem Glutaraldehyd 
(n=56).  
3.1.4 Infektionsversuche  
Die Infektionsversuche A-C (Abb. 3.4, S. 41; Tab. 3.1, S. 42 und Tab. 3.2, S. 43) wurden 
ebenfalls mit der Caco-2 Zellkultur durchgeführt. Nach einem Wachstum von sieben Tagen 
(25. und 40. Passage) bzw. von 14 Tagen (39. und 41. Passage) in Millicell®-Einsätzen in 24 
Well-Platten, erfolgte die Inkubation bei 37°C und einer 5% igen CO2-Konzentration mit:  
• je 0,4 ml Rotavirus-Lösung (1x105,3 KID50/ml) (KID=Kolonieinfektionsdosis) (bereit-
gestellt von H.-J. Streckert, Ruhr-Universität Bochum) für 17 bzw. 72 Stunden, oder 
• je 0,4 ml Salmonella typhimurium-Lösung (1x106 KBE/ml) (BFAV, Jena) für drei 
bzw. fünf Stunden, oder 
• je 0,4 ml Rotavirus-Lösung (1x105,3 KID50/ml) (H.-J. Streckert, Ruhr-Universität Bo-
chum) für 17 bzw. 72 Stunden und einer anschließenden Sekundärinfektion durch 0,4 
ml Salmonella typhimurium-Lösung (1x106 KBE/ml) (BFAV, Jena) für jeweils drei 
bzw. fünf Stunden.  
Anschließend wurden alle Proben in 4% igem neutralem gepuffertem Formalin (n=54), in 3% 
igem Glutaraldehyd (n=54) bzw. in 4% igem Paraformaldehyd (n=54) fixiert.  
Infektion der Caco-2 Zellkultur mit Rotaviren 
Nach dem Absaugen des Mediums von der sieben bzw. 14 Tage alten Zellkultur und nach 
dem Waschen (1x) mit jeweils 0,3 ml PBS+ erfolgte das Beimpfen der mit PBS+ verdünnten 
und mit 40 µl Trypsinlösung (zur Virusaktivierung) angereicherten Virus Stammlösung mit 
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anschließender Inkubation für eine Stunde bei 37°C bei 5% iger CO2-Konzentration. Zum 
Schluss wurde die Virussuspension abpipettiert, die Caco-2 Zellen einmal mit PBS+ gewa-
schen und für 17 bzw. 72 Stunden mit einer Trypsin-Mediumlösung inkubiert (Rezept und 
Bezugsquelle s. Kapitel 9.3, S. 122).  
Infektion der Caco-2 Zellkultur mit Salmonella typhimurium 
Die Salmonellen-Stammlösung wurde mittels des hergestellten Mediums auf eine Konzentra-
tion von 1x106 KBE/ml eingestellt und anschließend auf die mit 0,3 ml PBS+ gewaschenen   
(1 x), sieben bzw. 14 Tage alte Zellkultur aufpipettiert und für drei bzw. fünf Stunden im 
Brutschrank bei 37°C und einer 5% igen CO2-Konzentration inkubiert.  
Im Anschluss an die Inkubation erfolgte das Spülen (1x) aller Proben mit PBS+-Puffer (Re-
zept und Bezugsquelle s. Kapitel 9.4, S. 122). 
 
 
Infektionsversuche A+B 
Rotaviren oder Salmonellen  
oder 
Rotaviren und Salmonellen 
 
 
 
 
 
25. Passage/ 
sieben Tage alt 
39. Passage/ 
14 Tage alt 
Caco-2 Zellkultur 
40. Passage/ 
sieben Tage alt 
 
Abb. 3.4: Material- und Methodenübersicht zu den Infektionsversuchen A und B;  
     Konzentrationen und Inkubationszeiten s. Tab. 3.1, S. 42 
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Infektionsversuch C 
Rotaviren oder Salmonellen 
oder 
Rotaviren und Salmonellen 
 
 
 
 
40. Passage/ 
14 Tage alt 
Caco-2 Zellkultur 
41. Passage/ 
sieben Tage alt 
 
 
 
Abb. 3.5: Material- und Methodenübersicht zu dem Infektionsversuch C; Konzentrationen  
  und Inkubationszeiten, s. Tab. 3.2, S. 43 
 
Für die Infektionsversuche A und B (Tab. 3.1) sind gleiche Erregerkonzentrationen und Ex-
positionszeiten verwendet worden und daher gemeinsam in einer Tabelle aufgeführt. 
Tab.: 3.1: Versuchsdurchführung mit einer sieben Tage alten Zellkultur (Infektionsversuch 
A: 25. Passage), einer sieben Tage alten Zellkultur (Infektionsversuch B: 40. Pas-
sage) und einer 14 Tage alten Zellkultur (Infektionsversuch B: 39. Passage) 
Inkubationsdauer 
der Keime Keimkonzentration 
 Kontrolle Rotaviren S. typhimurium Rotaviren +       S. typhimurium 
17 Stunden 0 1x10
5,3 
KID50/ml 
--- --- 
3 Stunden 0 --- 1x106 KBE/ml --- 
17 Stunden1 + 
3 Stunden2 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
(KID=Kolonieinfektionsdosis, KBE=Kolonien bildende Einheit) 
      Legende zu Tab. 3.1: 1 Inkubation mit Rotaviren 2 Inkubation mit Salmonellen 
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Im Infektionsversuch C sind an der sieben Tage alten und der 14 Tage alten Zellkultur die 
gleichen Erregerkonzentrationen und Expositionszeiten verwendet und darum in der unten 
dargestellten Tabelle zusammengefasst worden. 
Tab.: 3.2: Versuchsdurchführung mit einer sieben Tage alten Zellkultur (Infektionsversuch 
C: Passage 41) und einer 14 Tage alten Zellkultur (Infektionsversuch C: Passage 
40) 
Inkubationsdauer 
der Keime Keimkonzentration 
 Kontrolle Rotaviren S. typhimurium Rotaviren +       S. typhimurium 
3 Stunden 0 --- 1x106 KBE/ml --- 
5 Stunden 0 --- 1x106 KBE/ml --- 
17 Stunden 0 1x10
5,3 
KID50/ml 
--- --- 
72 Stunden 0 1x10
5,3 
KID50/ml 
--- --- 
17 Stunden + 
3 Stunden 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
17 Stunden + 
5 Stunden 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
72 Stunden + 
3 Stunden 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
72 Stunden + 
5 Stunden 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
17 Stunden1 + 
3 Stunden2 0 --- --- 
1x105,3 KID50/ml 
1x106 KBE/ml 
(KID=Kolonieinfektionsdosis, KBE=Kolonien bildende Einheit) 
       Legende zu Tab. 3.2: 1 Inkubation mit Rotaviren 2 Inkubation mit Salmonellen 
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3.2 Immunhistologische und transmissionselektronenmikroskopische Präparation 
3.2.1 Präparation für die Immunhistologie und die TUNEL-Technik 
Ausgewählte, vollständige Millicell®-Einsätze (n=12 des LPS-Versuches) wurden sofort nach 
der Entnahme in 4% igem neutralem gepuffertem Formalin für mindestens 24 Stunden fixiert, 
die Membran aus dem Einsatz ausgeschnitten und in Paraplast (Fa. Vogel, Gießen) nach dem 
Standardverfahren im Hypercenter XP (Fa. Shandon, Frankfurt) eingebettet. Von diesen Pa-
raplastblöcken sind mit Hilfe des Schlittenmikrotoms (Fa. Reichert-Jung, Wien, Österreich) 
3-4 µm dicke Schnitte angefertigt, auf beschichtete SuperFrost® Plus-Objektträger (Fa. Vogel 
GmbH & CoKG, Gießen) aufgezogen und entsprechend der Rezepte (Immunhistologie: Kapi-
tel 9.5, S. 122; TUNEL-Technik: Kapitel 9.7, S. 126) weiterbehandelt worden. 
Immunhistologische Methoden 
An repräsentativ ausgewählten Schnitten der Caco-2 Zellkultur wurden immunhistologische 
Untersuchungen durchgeführt. 
Die Darstellung der Expression der Proliferationsmarker Ki-67 Antigen (Kapitel 9.6, S. 125) 
(n=14 des LPS-Versuches) und PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Kapitel 9.6, S. 
125) (n=14 des LPS-Versuches), sowie der Nachweis von Rotaviren (Kapitel 9.6, S. 125) 
(n=4) und von Salmonellen (Kapitel 9.6, S. 125) (n=4) erfolgte mittels der PAP-Technik (Pe-
roxidase anti-Peroxidase) (Rezept, Bezugsquellen s. Kapitel 9.5, S. 122).  
Positiv- und Negativkontrollen für die Immunhistologie 
Als Positivkontrolle diente für das Ki-67 Antigen und das PCNA eine in der Routinediagnos-
tik verwendete Endometriumbiopsie, für die Salmonellen-Antikörper eine infizierte 
Makrophagenzelllinie (Institut für Immunologie, Veterinärmedizinische Fakultät Leipzig) und 
für das Rotavirus-Antigen ein mit Rotaviren infizierter Darm von einem Kalb aus der Routi-
nediagnostik des Landeslabors Schleswig-Holstein, Neumünster. 
 
Als Negativkontrollen wurden jeweils parallel mit Kaninchen-Kontrollserum bzw. mit einem 
monoklonalen Antikörper gegen Hühner-Bursa-Lymphozyten (HIRSCHBERGER 1987) in-
kubierte Schnitte verwendet.  
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Auswertung der Immunhistologie 
Die lichtmikroskopische Auswertung der Präparate erfolgte mittels eines Standardmikroskops 
der Fa. OLYMPUS unter Verwendung der 4er, 10er und der 40er Vergrößerung. 
Als positiv wurden in der Schnittebene liegende, hell- bis dunkelbraune Reaktionsprodukte 
gewertet, die im Kontrollschnitt nicht nachweisbar waren (homogen hell-beige Färbungen 
erfuhren eine negative Bewertung). 
Ki-67 Antigen und PCNA zeigen ein intranukleäres Reaktionsmuster, während die Rotaviren 
und die Salmonellen intrazytoplasmatisch auftreten. 
TUNEL Technik 
Mit Hilfe der TUNEL-Technik („Tdt-mediated dUTP-biotin nick end labelling“) erfolgte an 
ausgewählten Schnitten (n=12 des LPS-Versuches) der Nachweis apoptotischer Zellen durch 
die TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase, 25U/25µl, Boehringer Mannheim) vermittelte 
3’-OH-dUTP- (3’-Hydroxy-desoxy-Uridintriphosphat) End-Markierung, die gezielt fragmen-
tierte DNA nachweist (modifiziert nach GAVRIELI et al. 1992) (Rezept, Bezugsquellen und 
Positivkontrolle s. Kapitel 9.7, S. 126).  
3.2.2 Präparation und Auswertung der Semidünnschnitte 
Für die Beurteilung der Semidünnschnitte erfolgte die Fixation der vollständigen Einsätze 
(Fa. Millipore, Eschborn) in 3% igem Glutaraldehyd (Fa. Plano, Wetzlar). Die Membran 
wurde mit einem Skalpell aus dem Einsatz herausgetrennt, in ca. 4 x 1,5 mm große Streifen 
geschnitten, drei- bis viermal mit 0,1 M Cacodylatpuffer (Fa. Roth, Karlsruhe) gespült und 
zwei Stunden mit 1% cacodylatgepuffertem Osmiumtetroxid (Fa. Plano, Wetzlar) bei 4°C 
nachfixiert. Es folgte ein zweimaliges kurzes Spülen in 0,1 M Cacodylatpuffer mit anschlie-
ßendem Entwässern in der aufsteigenden Alkoholreihe. Die Flacheinbettung wurde in Gly-
cidether 100 (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) nach einem standardisierten Verfahren vorgenommen.  
Für die orientierende Lichtmikroskopie sind von den zugetrimmten Blöcken 0,3-0,5 µm dicke 
Semidünnschnitte mit einem Ultramikrotom (Ultracut, Fa. Leica, Bensheim) hergestellt und 
diese mit 1% iger Toluidinblau-Lösung (Fa. Merck, Darmstadt) angefärbt worden. 
Die lichtmikroskopische Beurteilung der Präparate erfolgte mittels eines Standardmikroskops 
der Fa. OLYMPUS unter Verwendung der 4er, 10er, 40er und 100er (mit Immersion Öl) Ver-
größerung. Die von jeder Probe (n=110) hergestellten Semidünnschnitte sind mit der 100er 
Vergrößerung bezüglich der Morphologie der Zelllinie und der Zellen untersucht und jeweils 
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drei der vier vorhandenen Lokalisationen (von den Semidünnschnitten) für die transmissions-
elektronenmikroskopische Auswertung ausgewählt worden. 
3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopische Präparation und Auswertung 
Die entsprechenden Blöcke der für die Transmissionselektronenmikroskopie ausgewählten 
Proben wurden anschließend mit einer Rasierklinge angetrimmt. Die mit Hilfe eines Dia-
mantmessers (Diatom, Leica Vertrieb GmbH, Stuttgart) 60-90 nm dicken Ultradünnschnitte 
sind auf mit Formvar (Fa. Serva, Heidelberg) befilmte Kupfernetze (Fa. Tesla, Brno, Slowa-
kei) aufgezogen worden. Die Doppelkontrastierung der Ultradünnschnitte erfolgte mit 2,5% 
igem Uranylazetat (7 min) und 2 % igem Bleizitrat (10 min), dazwischen wurden die Kupfer-
netze mit Aqua bidest. abgespült und auf Filterpapier getrocknet (REYNOLDS 1963). 
Die Auswertung der Ultradünnschnitte erfolgte mit dem Transmissionselektronenmikroskop 
EM 900 (Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) bei 80 kV und 3000-250.000 facher Gerätevergröße-
rung. Als Aufnahmematerial dienten Kodak Electron Microscope Filme (Kodak co. 4489, 
Rochester, NY, USA). Die Negative wurden in einer Entwicklerlösung (Kodak D19 von Pla-
no W, Fa. Plannet GmbH, Wetzlar) 4 min. bei 20°C entwickelt, ca. 10 min. fixiert, ca. 30 min. 
in Leitungswasser gewässert und bei Raumtemperatur getrocknet. Mittels eines Belichtungs-
automaten (Durst Labor 1200, Fa. Durst GmbH, Brixen) sind die Negative auf schwarz/weiß 
Fotopapier (TT Speed, Fa. Tetenal Photowerk GmbH & Co, Norderstedt) abgezogen worden. 
Die Entwicklung erfolgte in 1:9 verdünntem Fotopapierentwickler (Eukobrom, Tetenal Pho-
towerk GmbH & Co., Norderstedt). Anschließend wurden die Bilder 5 min. bei Raumtempe-
ratur fixiert, ca. 30 min. in Leitungswasser gewässert und mit einem RC-Trockner 30 (Fa. 
Kindermann & Co GmbH, Ochsenfurt) getrocknet. 
Mit Hilfe einer Messlupe (Fa. Zeiss, Jena) mit integrierter Skala (1 cm) erfolgte am Negativ 
das Ausmessen zellulärer Strukturen, deren tatsächliche Größe anhand der folgenden Formel 
berechnet wurden: 
Skalenwert in cm 
Größe in nm: X = Bildgröße* 
   x   1.000.000 
 
 
* die Bildgröße wird aus der von der Firma Zeiss veröffentlichten, gerätespezifischen Ver-
größerungstabelle ermittelt 
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3.2.4 Berechnung der Mittelwerte und Mittelwertabweichungen 
Die mittels der Licht- und der Transmissionselektronenmikroskopie erhaltenen Daten sind mit 
Hilfe des Mittelwertes und der Mittelwertabweichung zusammengefasst und verglichen wor-
den. 
Die nachfolgend in den Ergebnissen dargestellten Daten sind überwiegend aus Gründen der 
Übersichtlichkeit auf ganze Zahlen auf- bzw. abgerundet worden. 
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4. Ergebnisse 
Die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen werden teilweise in Tabellenform dar-
gestellt. Die wichtigsten Befunde sind in den Tabellen grau hinterlegt. 
Zum besseren Verständnis der nachfolgenden Kapitel werden zunächst die Definitionen der 
Begriffe Zellalter und Passage aufgeführt. 
Wenn in-vitro innerhalb der Kulturschalen der Boden von den Zellen vollständig bedeckt ist, 
wachsen die strikt adhärenten Zelllinien in der Regel nicht mehr weiter, was zum Absterben 
der Kultur führen kann. Aus diesem Grund ist es notwendig, die Zellen nach erreichter Ma-
ximaldichte zu „verdünnen“. Dies geschieht durch das „Passagieren“ der Zellen, d.h. die Zel-
len werden unter „Verdünnung“ aus ihrem Kulturgefäß in ein neues überführt und man erhält 
eine weitere Passage (LINDL 1999). Bei den umgesetzten Zellen beginnt man das Zellalter 
neu zu definieren, d.h. die Zellen, die sich seit einer Woche in dem neuen Kulturgefäß befin-
den, sind sieben Tage alt (LINDL 1999). 
4.1 Morphologische Charakterisierung der Caco-2 Zellkultur 
Die von einem Kolonkarzinom abstammende Caco-2 Zellkultur zeigt ein autonomes Wachs-
tum. Die einzelnen Zellen sind gut differenziert und lediglich durch eine gering- bis mit-
telgradige Anisozytose gekennzeichnet.  
Eine Typisierung hinsichtlich eines organoiden bzw. nicht organoiden Gewebeaufbaus wird 
nicht vorgenommen, da die Caco-2 Zellkultur nur aus Epithelzellen besteht.  
Die Zellkerngröße und –form der Caco-2 Zellen variiert nur geringgradig. Das Kern- Plasma-
verhältnis ist zu Gunsten des Kernes verschoben. Mitosefiguren treten vereinzelt auf. Atypi-
sche Kernteilungsfiguren sind nicht nachweisbar.  
4.2 Morphologie der Kontroll-Zellkulturen 
Da die Zellmorphologie, bezogen auf das Alter der Kulturen (sieben und 14 Tage) und der 
Passagen (12. P. - 49. P.) bei allen 41 Kontroll-Zellkulturen aus den LPS- und den Infektions-
versuchen, weder licht- noch transmissionselektronenmikroskopisch signifikante Unterschie-
de zeigt, werden diese Befunde gemeinsam beschrieben. 
4.2.1 Morphologische Befunde an Semidünnschnitten 
Mit Hilfe der Lichtmikroskopie zeigt sich, dass die Zellen der Zellkultur an einigen Lokalisa-
tionen durch die Poren der Membran wachsen und überwiegend kurze bis mittlere, in seltenen 
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Fällen lange Zellausläufer ausbilden. Zellausläufer bezeichnen Ausstülpungen des Zytoplas-
mas, die in die Membranpore hineinwachsen. Morphologisch ist die Kontrolllinie durch einen 
überwiegend gleichmäßig wachsenden, ein- bis zweischichtigen Zellrasen charakterisiert, der 
an der Oberfläche einen deutlichen Mikrovillibesatz aufweist.  
Die Zellen zeigen ein pleomorphes Erscheinungsbild: Ein Drittel der Zellen erscheint        
isoprismatisch, ein Drittel der Zellen ist hochprismatisch und ein weiteres Drittel der Zellen 
bildet eine runde Form aus. Trotz dieser Pleomorphie erzeugen die unterschiedlichen Zellen 
einen weitgehend regelmäßigen Zellrasen. Der überwiegende Anteil der euchromatinreichen 
Kerne weist eine runde Form auf, nur ein Drittel der Zellkerne ist längsoval. Die Kerne sind 
meist in der Zellmitte lokalisiert, nur wenige Nuclei liegen basal oder apikal. Viele der Zell-
kerne zeigen unterschiedlich tiefe laterale Einkerbungen, die in ihrer Zahl variieren. Bei den 
sieben Tage alten Zellen besitzen je ein Viertel der Zellkerne keine, eine, zwei oder mehr 
Einkerbungen. Bei den 14 Tage alten Zellkulturen fallen dagegen Zellkerne mit zahlreichen 
Einkerbungen bei einem Drittel der Zellen auf.  
Unabhängig vom Zellalter enthalten die Hälfte der Zellkerne nur ein Kernkörperchen, die 
andere Hälfte besitzt keine, zwei oder mehr Nucleoli. Das Kern-Plasmaverhältnis beträgt bei 
den sieben Tage alten Zellen 59:41 und bei den 14 Tage alten Zellen 57:43.  
4.2.2 Morphologische Befunde an Ultradünnschnitten 
Die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich jeweils auf die Zellen eines einzelnen unter-
suchten Ultradünnschnittes. Die ultrastrukturelle Auswertung umfasst jeweils eine durch-
schnittliche Zellzahl von 52 Zellen.  
Die bei der Beurteilung der Semidünnschnitte aufgefallenen Zellausläufer (Abb. 4.1, S. 50) 
sind auch elektronenmikroskopisch erkennbar (Abb. 4.2, S. 53). Die Zellen wachsen mitsamt 
ihren Zellorganellen in die Membranporen hinein. 
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Die mittels der Lichtmikroskopie schon diagnostizierten, überwiegend runden, mit einigen 
Einkerbungen versehenen, zentral liegenden Zellkerne sind transmissionselektronenmikro-
skopisch euchromatinreich. Die Hälfte der Zellen besitzt einen Nucleolus, die andere Hälfte 
der Zellen zeigt keine, zwei oder mehrere Kernkörperchen. Auffällig sind einzelne Kernkör-
perchen mit einer deutlich vergrößerten Pars amorpha (Abb. 4.5, S. 55). Diese zeigt einen 
elektronendichten Rand mit einem elektronenärmeren Zentrum. 
In den Caco-2 Zellen sind keine morphologischen Hinweise auf eine sekretorische Tätigkeit 
erkennbar. 
Vergleicht man die Zellgrenzen der sieben Tage alten Zellen mit denen der 14 Tage alten Zel-
len, stellt man keine deutlichen Unterschiede fest. Der Interzellularspalt hat eine durchschnitt-
liche Breite von 17,2 ± 2,6 nm. Die ein bis zwei in die Zelle hineinragenden Ausstülpungen 
der lateralen Zellmembran (Abb. 4.6, S. 55), die den Verlauf der Zellgrenzen kennzeichnen, 
sind jeweils gleich stark ausgeprägt. Auch bezüglich der Haftkomplexe ist kein Unterschied in 
Abhängigkeit vom Zellalter erkennbar: eine tight junction ist nur an jeder sechsten Zelle ein-
deutig wahrzunehmen, die Anzahl der Desmosomen (bestehend aus zwei Halbdesmosomen) 
(Abb. 4.7, S. 55) (Länge: 158,0 ± 29,2 nm) liegt bei zwei bis drei, und in jeder Zelle ist ein 
Halbdesmosom feststellbar.  
Die Basalmembran (Abb. 4.3, S. 53) lässt sich transmissionselektronenmikroskopisch nicht in 
jeder Lokalisation eindeutig nachweisen und erscheint daher diskontinuierlich. 
Als Anteile des Zytoskeletts der Zelle sind elektronenmikroskopisch Mikrotubuli und Mikro-
filamente („terminal web“) in jeder Zelle ebenso erkennbar wie die Intermediärfilamente, die 
in die Desmosomen und Halbdesmosomen einstrahlen. Auftreten und Erscheinungsbild des 
Zytoskeletts zeigen, bezogen auf das Zellalter und die unterschiedlichen Passagen, keine Un-
terschiede, so dass die Passagenanzahl in den nachfolgenden Kapiteln hinsichtlich der 
morphologischen Charakterisierung unberücksichtigt bleibt. 
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Elektronenmikroskopische Befunde an den Epithelzellen einer sieben Tage alten Caco-2 
Kontroll-Zellkultur 
Abb. 4.2: In eine Pore der Membran (Me) einwachsender Zellfortsatz, in dem Mitochondrien 
(M) sowie Anteile des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) nachgewiesen werden 
können (TEM, Gerätevergrößerung 12000x). 
Abb. 4.3: Die Epithelzellen zeigen einen irregulär wachsenden Mikrovillisaum (dünne Pfei-
le), einen zentral liegenden Zellkern (ZK) mit Einkerbungen (dicker Pfeil) und einen deutli-
chen Nucleolus (NC). Im basalen Zytoplasma sind vereinzelt optisch leere Räume, das so 
genannte „cloudy swelling“ (Pfeilspitzen) zu erkennen; (M) Mitochondrien, (B) Basal-
membran (TEM, Gerätevergrößerung 4400x). 
Abb. 4.4: In einigen Lokalisationen ist die Ausbildung von Kanälen (K) erkennbar, die mit 
einem Mikrovillisaum (Pfeile) ausgekleidet sind; (M) Mitochondrien (TEM, Gerätevergröße-
rung 4400x). 
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Elektronenmikroskopische Befunde an den Epithelzellen einer sieben Tage alten Caco-2 
Kontroll-Zellkultur 
Abb. 4.5: Gelegentlich tritt in den Nucleoli (NC) eine deutlich vergrößerte Pars amorpha 
(PA) auf; (M) Mitochondrien; (ZK) Zellkern (TEM, Gerätevergrößerung 7000x). 
Abb. 4.6: Der Interzellularspalt (kleine Pfeile) ist relativ eng und weist an einigen Stellen 
laterale Ausstülpungen (großer Pfeil) auf, die unterschiedlich weit in die Zelle hineinreichen; 
(Pfeilspitzen) Mikrovilli; (M) Mitochondrien; (L) Lysosomen; (rER) raues endoplasmati-
sches Retikulum (TEM, Gerätevergrößerung 12000x). 
Abb. 4.7: Die Intermediärfilamente (If) strahlen in ein gut ausgebildetes Desmosom (Pfeil) 
ein; (R) Ribosomen (TEM, Gerätevergrößerung 50000x). 
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Im Zytoplasma der Kontrollzellen sind, unabhängig vom Alter der Zellkultur, vereinzelt op-
tisch leere Räume, ein so genanntes „cloudy swelling“ (Abb. 4.3, S. 53) zu erkennen. Diese 
Bereiche liegen häufig im unteren Drittel der Zelle, lateral des Zellkerns.  
Eine Zelle besitzt 10 bis 32 (im Durchschnitt 23) Mitochondrien vom Crista-Typ, die in der 
Regel im oberen Drittel der Zelle anzutreffen sind, aber vereinzelt auch in der mittleren und 
im unteren Drittel der Zelle auftreten.  
Das endoplasmatische Retikulum (ER) durchzieht, unabhängig vom Alter der Zellkultur, als 
parallel angeordnete und eng beieinander liegende Zisternen das Zytoplasma und ist außen 
entweder mit einem Ribosomenbesatz (rER) oder ohne einen Ribosomenbesatz (gER) verse-
hen. In einigen Fällen ist das raue ER auch konzentrisch angeordnet oder es lagern sich ein-
zelne Zisternen eng an die Mitochondrien an.  
Ein Golgi-Apparat ist in den Zellen der Caco-2 Zelllinie nicht immer eindeutig feststellbar, 
wobei das Zellalter hierauf keinen Einfluss besitzt. 
In jeder Caco-2-Zelle treten meist 4 ± 1,5 Primärlysosomen (Ø 0,5–1 µm; membranumhüllte, 
annähernd kugelförmige, enzymhaltige Zellorganellen) auf und in 35,8% der sieben Tage 
alten Zellen bzw. in 25% der 14 Tage alten Zellen befinden sich 3,8 ± 2,1 Sekundärlysosomen 
(entstehen durch Verschmelzung mit Phagosomen und sind größer als Primärlysosomen).  
Außerdem sind in einigen Zellen der Zellkultur Mitosefiguren erkennbar. Diese treten bei den 
sieben Tage alten Zellen in 1,7 ± 0,7% und bei der 14 Tage alten Zellkultur in 3,2 ± 0,6% der 
Zellen auf. 
4.3 Morphologie der mit LPS behandelten Zellkultur  
Die mit unterschiedlichen LPS-Konzentrationen von Salmonella typhimurium behandelten 
und mit variierenden Expositionszeiten inkubierten Zellkulturen zeigen sowohl lichtmikro-
skopisch als auch transmissionselektronenmikroskopisch untereinander sowie gegenüber den 
Kontroll-Zellkulturen keine signifikanten morphologischen Abweichungen.  
4.4 Immunhistologische Befunde und Nachweis von Apoptose 
4.4.1 Nachweis von Ki-67 Antigen und von PCNA  
Die Proliferationsaktivität wurde an repräsentativ ausgewählten Schnitten anhand der Expres-
sion von Ki-67 Antigen (n=31 des LPS-Versuches) und PCNA (n=30 des LPS-Versuches) 
untersucht. Unabhängig davon, ob es sich um eine Kontroll-Zellkultur, eine Zellkultur aus 
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dem LPS-Versuch oder eine Zellkultur aus dem Infektionsversuch handelt, werden von 21,5 ± 
8,7% der Zellen Ki-67 Antigen (Abb.4.8, S. 58) und PCNA (Inset: Abb.4.8, S. 58) exprimiert. 
Beide Proliferationsmarker zeigen hinsichtlich ihres Expressionsmusters keine Unterschiede.  
4.4.2 Nachweis von Apoptosen mittels TUNEL-Technik und Transmissionselektro-
nenmikroskopie 
Mittels der TUNEL Technik können apoptotische Zellen bereits lichtmikroskopisch darge-
stellt werden (MILLER u. MARX 1998). In den ausgewählten Schnitten (n=12 des LPS-
Versuches) der Kontroll-Zellkultur und der mit LPS behandelten Zellkultur ist der Vorgang 
der Apoptose (Abb. 4.9, S. 58) nur in einigen Zellen eindeutig erkennbar, somit scheint die   
Apoptose in der Zellkultur nur eine minimale Rolle zu spielen. Mit Hilfe der Transmissions-
elektronenmikroskopie konnten in den untersuchten Lokalisationen keine „apoptotic bodies“ 
(entstehen durch das „budding“ apoptotischer Zellen und stellen sich als kleine intrazelluläre 
runde, elektronendichte Gebilde dar, die von einem optisch leeren Raum umgeben sind) iden-
tifiziert werden. 
4.5 Morphologie der Caco-2 Zellkultur im Anschluss an eine Infektion 
Eine geringe Zellzahl der Caco-2 Zellkultur enthält im Anschluss an eine Inkubation mit Ro-
taviren, Salmonellen sowie Rotaviren und Salmonellen unterschiedlich viele Erreger (Rotavi-
ren und Salmonellen). 
4.5.1 Morphologische Befunde an Semidünnschnitten 
Mit Hilfe der Lichtmikroskopie können bei den infizierten Caco-2-Zellkulturen keine mor-
phologischen Unterschiede zu den Kontroll-Zellkulturen und zu den mit LPS behandelten 
Zellkulturen diagnostiziert werden. Die weitere Auswertung der Rotavirusinfektion (Kapitel 
4.5.2, S. 59), der Salmonelleninfektion (Kapitel 4.5.3, S. 63) und der sekundär mit Salmonel-
len infizierten Caco-2 Zellkultur, die zuvor mit Rotaviren inkubiert wurde (Kapitel 4.5.4, S. 
68), erfolgt anhand der Transmissionselektronenmikroskopie und der Immunhistologie. 
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Immunhistologische Befunde und Ergebnisse der TUNEL-Technik einer sieben Tage 
alten Kontroll-Zellkultur aus dem LPS-Versuch 
Abb. 4.8: Intranukleäre Expression des Ki-67 Antigens (Pfeile) in einigen sieben Tage alten 
Epithelzellen der Kontroll-Zellkultur. Inset: Intranukleäre Expression von PCNA (Pfeile) in 
einigen sieben Tage alten Epithelzellen der Kontroll-Zellkultur. (Immunhistologie, Ki-67 An-
tigen, Normarski-Interferenzkontrast, Gerätevergrößerung 62,5x; Inset: Immunhistologie, 
PCNA, Normarski-Interferenzkontrast, Gerätevergrößerung 125x). 
Abb. 4.9: Nachweis von apoptotischen Zellen (Pfeile) mit Hilfe der TUNEL-Technik in eini-
gen sieben Tage alten Epithelzellen der Kontroll-Zellkultur. Inset: T smissionselektronen-
mikroskopische Darstellung einer sieben Tage alten, intakten Ep lzelle der Kontroll-
Zellkultur; (ZK) Zellkern, (M) Mitochondrien, (NC) Nucleoli. (TUNE
Interferenzkontrast, Gerätevergrößerung 62,5x; Inset: Transmissions
Gerätevergrößerung 4400x). 
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4.5.2 Infektion der Caco-2 Zellkultur mit Rotaviren 
Sieben Tage alte Zellkulturen (25., 40. und 41. Passage) und 14 Tage alte Zellkulturen (39. 
und 40. Passage) sind jeweils für 17 bzw. 72 Stunden (Expositionsszeit) mit einer Rotavi-
ruskonzentration von 1x105,3 KID50/ml inkubiert worden. 
Für die zeitliche Angabe der Dauer der Erregerinkubation mit der Caco-2 Zellkultur werden 
im Folgenden die Begriffe Expositionszeit, Inkubationszeit oder Inkubationsdauer synonym 
verwendet. 
4.5.2.1 Morphologische Befunde an Ultradünnschnitten 
Nach einer 17- bzw. 72stündigen Expositionszeit der Zellkultur mit Rotaviren (Tab. 4.1, S. 
60) fallen intrazellulär runde, ca. 70 nm große Viruspartikel mit einer radartig erscheinenden 
Struktur auf (Abb. 4.10, S. 62), die typisch für Rotaviren ist. 
Morphologisch ist die Zellkultur weiterhin durch einen überwiegend gleichmäßig wachsen-
den, ein- bis zweischichtigen Zellrasen charakterisiert, der an der Oberfläche einen deutlichen 
Mikrovillibesatz aufweist. 
Bei den 7 Tage alten Zellkulturen (25., 40. und 41. Passage) sind nach einer Expositionszeit 
von 17 Stunden ca. 9,0% der Zellen infiziert, bei den Caco-2 Zellen, die 72 Stunden lang in-
kubiert worden sind, liegt die Anzahl der infizierten Zellen bei ca. 5,6%, bei einem weiterhin 
gleichmäßig ausgebildeten Zellrasen. Die Erregeranzahl (Tab. 4.1, S. 60) je Zelle ist, unab-
hängig von der Dauer der Expositionszeit, annähernd gleich. 
Bei den 14 Tage alten Zellkulturen (39. und 40. Passage) ändert sich der Anteil der infizierten 
Zellen nicht, unabhängig davon, ob die Caco-2 Zellen 17 oder 72 Stunden mit Rotaviren in-
kubiert worden sind. Auffällig ist aber, dass die Anzahl der Rotaviren pro Zelle nach der 
72stündigen Inkubation bei ca. 141 liegt, während nach der 17stündigen Inkubation ca. 344 
Viruspartikel in einer Zelle nachweisbar sind.  
Die aufgeführten Ergebnisse zeigen, dass innerhalb der hier durchgeführten Versuche mittels 
der verwendeten Inkubationszeiten, die Expositionszeit negativ mit der Anzahl der infizierten 
Zellen (sieben Tage alte Zellen) und mit der Menge der nachweisbaren Viruspartikel pro Zelle 
(14 Tage alte Zellen) korreliert.  
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Tab. 4.1: Übersicht zu den Ergebnissen der Rotavirusinfektion in der Caco-2 Zellkultur 
Alter der Zell-
kultur 
Expositionszeit Anzahl infizierter 
Zellen % 
Rotaviren/Zelle 
x ± SA 
7 Tage 17 h 9,0 ± 0,9 102,5 ± 10,5 
7 Tage 72 h 5,6 ± 0,8 96,8 ± 8,45 
14 Tage 17 h         10,3 ± 2,8 343,5 ± 166,5 
14 Tage 72 h           7,1 ± 1,1 140,8 ± 7,8 
       Legende zu Tab. 4.1: SA Standardabweichung 
 
Die Rotaviren liegen zu mehreren in Vakuolen zusammengelagert oder sind frei im Zyto-
plasma anzutreffen (Abb. 4.11, S.62). Die Vakuolen können die Größe von Lysosomen besit-
zen oder die Zelle zur Hälfte ausfüllen, wobei, unabhängig von dem Zellalter und/oder der 
Expositionszeit, die Vakuolengröße nicht mit der Anzahl der Viren korreliert. In einigen Va-
kuolen zeigen sich die Rotaviren dicht aneinandergelagert, in anderen liegen sie weit ausein-
ander. Die Viruspartikel sind innerhalb der Zellen im oberen, im mittleren oder im unteren 
Drittel lokalisiert: Bei den sieben Tage alten Zellkulturen mit kurzer Expositionszeit (17 
Stunden) liegen sie überwiegend im oberen und im mittleren Drittel der Zelle und bei der 
Einwirkzeit von 72 Stunden befinden sie sich vornehmlich im oberen und im unteren Drittel 
der Zelle. In den 14 Tage alten Zellkulturen hingegen können die Rotaviren gleichermaßen 
von apikal bis basal nachgewiesen werden. Es fällt auf, dass infizierte Zellen nicht unmittel-
bar nebeneinander liegen. Der Interzellularspalt ist, soweit elektronenmikroskopisch erkenn-
bar, intakt und frei von Viruspartikeln.  
Die Veränderungen, die eine Rotavirusinfektion in der Zelle, im Vergleich zu den Kontroll-
Zellkulturen, auslöst, sind verhältnismäßig gering und abhängig von der Anzahl der Viren in 
der jeweiligen Zelle. Bei einer Anzahl von mehr als 100 Rotaviren je Zelle sind im Zytoplas-
ma einiger Zellen vermehrt unscharf abgegrenzte, optisch leere Räume (sog. „cloudy swel-
ling“) zu beobachten (Abb. 4.11, S. 62).  
Die Ausprägung des Mikrovillisaums der infizierten und der nicht infizierten Zellen, inner-
halb der mit Rotaviren inkubierten Zellkulturen, lässt keine Unterschiede erkennen und ent-
spricht der in den Kontroll-Zellen. 
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Die nebeneinander liegenden Zisternen des rauen und des glatten endoplasmatischen Retiku-
lums erscheinen in Zellen, die zahlreiche Viren enthalten, in einigen Bereichen gering- bis 
mittelgradig erweitert. In dem Zisterneninneren sind jedoch in keiner untersuchten Lokalisa-
tion Rotaviren nachweisbar. Die Ribosomen lassen morphologisch, im Vergleich zu den Kon-
troll-Zellen, keine Veränderungen erkennen. 
Das Zytoskelett (Mikrotubuli, Mikrofilamente und Intermediärfilamente) und die Zellorganel-
len einschließlich der Zellkerne entsprechen, sowohl qualitativ als auch quantitativ, den Struk-
turen der Kontroll-Zellen.  
Mitosefiguren treten innerhalb einer mit Rotaviren infizierten Zellkultur in ca. 2% der Zellen 
auf, wobei sie aber nur in nicht infizierten Zellen vorkommen. Diese Befunde entsprechen 
damit der Mitoserate in den Kontroll-Zellkulturen. 
Interzelluläre, mit Mikrovilli ausgekleidete Kanäle treten zu ca. 2,7% innerhalb einer mit Vi-
ren infizierten Zellkultur auf (Kontroll-Zellkultur: ca. 3,2%), wobei diese immer zwischen 
zwei Zellen auftreten, in denen keine Rotaviren nachweisbar sind. Morphologisch entspre-
chen die Kanäle denen der Kontroll-Zellkulturen, sie liegen im mittleren oder unteren Bereich 
(bezogen auf die Epithelzellhöhe) zwischen den einzelnen Epithelzellen. 
Im Anschluss an eine Infektion der Caco-2 Zellkultur mit Rotaviren sind diese frei im Zyto-
plasma oder in Vakuolen liegend nachweisbar. Die Zellmorphologie verändert sich ansonsten 
jedoch nicht. Sind innerhalb einer Zelle fast zellkerngroße, Viruspartikel enthaltende Vakuo-
len vorhanden, ist dieses Erscheinungsbild mit dem gleichzeitigen Auftreten vieler, intrazy-
toplasmatischer, optisch leerer Räume assoziiert, wodurch das Zytoplasma mittel- bis hoch-
gradig aufgelockert erscheint. Zusätzlich ist das rER in einigen Bereichen gering- bis mit-
telgradig dilatiert, ohne dass dort Rotaviren beobachtet werden können.  
Eindeutige Kennzeichen für eine Zellschädigung (Karyopyknose, -rhexis, -lysis und/oder 
auch eine Desintegration der Zellmembran bzw. der Zellorganellen), die auf das Vorhanden-
sein der Rotaviren zurückgeführt werden könnte, wurden mittels der Transmissionselektro-
nenmikroskopie in den untersuchten Lokalisationen nicht nachgewiesen. 
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Elektronenmikroskopische Befunde an den Epithelzellen sieben und 14 Tage alter Caco-
2 Zellen im Anschluss an eine Rotavirusinfektion 
Abb. 4.10: Im Anschluss an eine 17stündige Inkubation der sieben Tage alten Caco-2 Zell-
kultur mit Rotaviren können intrazytoplasmatisch liegende Viruspartikel (Pfeile), nachgewie-
sen werden. Die Mitochondrien (M) erscheinen unverändert. Vereinzelt treten Sekundärlyso-
somen (SL) auf; (rER) raues endoplasmatisches Retikulum (TEM, Gerätevergrößerung 
12000x). 
Abb. 4.11: Neben den intrazytoplasmatisch zu beobachtenden Rotaviren (Pfeile) können bei 
der 14 Tage alten Zellkultur, die für 72 Stunden mit Rotaviren inkubiert worden ist, gelegent-
lich auch innerhalb des Mikrovillisaums Rotaviren (kleine Pfeilspitzen) nachgewiesen wer-
den. Ein, im Vergleich zur Kontroll-Zellkultur, geringgradig vermehrt auftretendes „cloudy 
swelling“ (dicke Pfeilspitzen) ist ebenfalls erkennbar; (M) Mitochondrien (TEM, Gerätever-
größerung 12000x). 
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4.5.2.2 Immunhistologische Befunde  
Mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers kann intrazytoplasmatisch Rotavirus-Antigen 
nachgewiesen werden. Die Anzahl der positiv reagierenden Zellen (infizierte Zellen) (Abb. 
4.12, S. 66) entspricht in etwa den bereits aufgeführten transmissionselektronenmikroskopisch 
dokumentierten Ergebnissen (vgl. Kapitel 4.5.2.1, S. 59).  
4.5.3 Infektion der Caco-2 Zellkultur mit Salmonellen 
Sieben Tage alte Zellkulturen (25., 40. und 41. Passage) und 14 Tage alte Zellkulturen (39. 
und 40. Passage) sind jeweils für drei bzw. fünf Stunden mit einer Salmonellenkonzentration 
von 1x106 KBE/ml inkubiert worden. 
4.5.3.1 Morphologische Befunde an Ultradünnschnitten 
Im Anschluss an eine Infektion der Caco-2 Zellen mit Salmonellen (Tab. 4.2, S. 64) fallen    
überwiegend intrazytoplasmatisch liegende, ca. 1,3 x 3,5 µm große Erreger mit einer gewell-
ten äußeren und inneren Membran auf. Darüber hinaus können die Salmonellen vereinzelt 
auch im Mikrovillisaum, dem Interzellularspalt zweier nicht erregerhaltiger Zellen, in den 
Zellausläufern einzelner Caco-2 Zellen oder im Bereich der Membranpore (wo sich keine 
Zellausläufer befinden) (Abb. 4.1, S. 50) nachgewiesen werden. Die Innenstruktur der Bakte-
rien ist im Randbereich elektronendicht und erscheint zur Mitte hin etwas weniger elek-
tronendicht (Abb. 4.13, S. 66). Die Morphologie dieser Erreger entspricht der in der Literatur 
aufgeführten Beschreibung von Salmonellen (Kapitel 2.9.2, S. 29). 
Bei den sieben Tage alten Zellkulturen (25., 40. und 41. Passage) mit einer Expositionszeit 
von drei Stunden sind 9,7 ± 0,2% der Zellen infiziert, nach der fünfstündigen Inkubation ist 
die Anzahl beinahe unverändert (7,9 ± 2,1% erregerhaltiger Zellen). Die Zahl infizierter Zel-
len in der 14 Tage alten Zellkultur (39. und 40. Passage) liegt bei ca. 8% nach einer dreistün-
digen Inkubation und bei ca. 12% nach einer fünfstündigen Inkubation (Tab. 4.2, S. 64). 
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Tab. 4.2: Übersicht zu den Ergebnissen der Salmonelleninfektion in der Caco-2 Zellkultur 
Alter der Zell-
kultur 
Expositionszeit Anzahl infizierter 
Zellen % 
Anzahl der Salmo-
nellen/Zelle 
7 Tage 3 h 9,7 ± 0,2 1,0 ± 0,1 
7 Tage 5 h 7,9 ± 2,1 1,9 ± 0,2 
14 Tage 3 h 8,1 ± 0,5 2,3 ± 0,6 
14 Tage 5 h 11,5 ± 1,0 2,0 ± 0,5 
 
Die auf die Zellkulturen verbrachten Salmonellen liegen entweder frei im Mikrovillisaum 
(Adhäsion) (Abb. 4.13, S. 66), vereinzelt im Interzellularspalt (Abb. 4.14, S. 66) oder inner-
halb von Vakuolen im Zytoplasma (Penetration) (Abb. 4.15, S. 69). In den sieben Tage alten 
Zellkulturen mit dreistündiger Expositionszeit sind die Mikroorganismen innerhalb der Caco-
2 Zellen vermehrt im unteren Drittel der Zelle lokalisiert. In seltenen Fällen sind die Erreger 
in einer Membranpore (Poren der Membran auf der die Zellkultur wächst, ohne Zellbestand-
teile) (vgl. Abb. 4.1, S. 50) oder in einem sog. Zellausläufer (in eine Membranpore hinein-
wachsende Zelle, inklusive ihrer Zellorganellen) zu erkennen. Im Anschluss an eine fünfstün-
dige Expositionszeit sowie bei den 14 Tage alten Zellkulturen liegen die Erreger überwiegend 
intrazytoplasmatisch im oberen Drittel der Zelle. Bakterien im Mikrovillisaum und im Inter-
zellularspalt sind nur bei den 14 Tage alten Zellkulturen, unabhängig von der Expositionszeit, 
erkennbar (Tab. 4.3, S. 67). Nur einmal konnten bei einer sieben Tage alten Zellkultur mit 
einer Inkubationszeit von fünf Stunden zwei mit Salmonellen infizierte Zellen direkt neben-
einander beobachtet werden. 
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Immunhistologische und transmissionselektronenmikroskopische Befunde an der Caco-
2 Zellkultur im Anschluss an eine Infektion mit Rotaviren bzw. mit Salmonellen 
Abb. 4.12: Mittels der Immunhistologie kann intrazytoplasmatisch Rotavirus-Antigen (Pfei-
le) in einer 14 Tage alten Zellkultur nach einer 72stündigen Inkubation nachgewiesen werden. 
Inset: Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung der Rotaviren (R) in einer 14 Ta-
ge alten Caco-2 Zelle nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden; (M) Mitochondrien (Im-
munhistologie, Rotavirus-Antikörper, Normarski-Interferenzkontrast, Gerätevergrößerung 
62,5x; Inset: Transmissionselektronenmikroskopie, Gerätevergrößerung 12000x). 
Abb. 4.13: Im Mikrovillisaum einer sieben Tage alten Zellkultur ist im Anschluss an eine 
dreistündige Inkubationszeit ein Bakterienquerschnitt (S), dessen Morphologie zu Salmonella 
spp. passt, erkennbar; (M) Mitochondrium; (Pfeilspitzen) Mikrovillisaum (TEM, Gerätever-
größerung 30000x). 
Abb. 4.14: In einer 14 Tage alten Zellkultur, die für drei Stunden mit Salmonellen inkubiert 
worden ist, sind einige dieser Bakterien (S) im Interzellularspalt (Pfeile) zu beobachten; 
(rER) raues endoplasmatisches Retikulum; (M) Mitochondrien (TEM, Gerätevergrößerung 
12000x). 
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Tab. 4.3: Übersicht über die Lokalisation der Salmonellen in der Caco-2 Zellkultur (gerunde-
te Mittelwerte) 
Oberes 
Drittel
Mittle-
res 
Drittel
Unte-
res 
Drittel
Alter 
der Zell-
kultur 
Exposi-
tionszeit 
Mikro-
villi % 
Zellaus-
läufer %
der Epithelzellen 
Pore 
% 
Inter- 
zellular- 
spalt % 
7 Tage 3 h --- 2 --- --- 3 2 --- 
7 Tage 5 h --- --- 7 6 2 --- --- 
14 Tage 3 h --- --- 9 1 --- --- 3 
14 Tage 5 h 3 3 24 2 6 3 6 
Legende zu Tab. 4.3: Pore (Membranpore des Mikrowelleinsatzes ohne Zellbestandteile) 
Zellausläufer (in eine Pore hineinwachsende Zelle inklusive ihrer 
Zellorganellen) 
 
Das Zytoplasma der Caco-2 Zellen innerhalb mit Salmonellen inkubierten Zellkulturen ist an 
einigen Stellen gering- bis mittelgradig aufgelockert, d.h. es treten optisch leere Räume auf, 
die auch als „cloudy swelling“ (vgl. Kapitel 4.5.2.1, S. 59) bezeichnet werden. Dies betrifft 
sowohl erregerhaltige (ein oder zwei Salmonellen pro Zelle) als auch nicht erregerhaltige Zel-
len, wobei, hinsichtlich des Auftretens dieser optisch leeren Räume, weder quantitativ noch 
qualitativ morphologisch erfassbare Unterschiede zu den untersuchten Kontroll-Zellen auftre-
ten. Diejenigen Zellen, die vier oder mehr Bakterien enthalten, zeigen ein stärker ausgeprägtes 
„cloudy swelling“ im Bereich des Zytoplasmas; das Zytoskelett und die Zellorganellen weisen 
keine morphologisch erkennbaren Unterschiede im Vergleich zu den Kontroll-Zellen auf. 
Die infizierten Zellen und die Kontrollzellen unterscheiden sich nicht hinsichtlich der Mor-
phologie, der Quantität und der Position der einzelnen Zellorganellen. Die Anzahl der Zellen 
mit Sekundärlysosomen in den sieben und 14 Tage alten, mit Salmonellen infizierten Zellen 
stimmt in etwa mit denen der Kontroll-Zellen überein. 
Die Morphologie des Mikrovillisaums, der Zellkerne und der Zellorganellen in den infizierten 
Zellen entspricht derjenigen der Kontroll-Zellkulturen.  
Interzelluläre, mit Mikrovilli ausgekleidete Kanäle treten zwischen ca. 0,9% der Zellen inner-
halb der untersuchten und mit Salmonellen infizierten Zellkulturen auf (Kontroll-Zellkultur: 
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ca. 3,2%), wobei es sich bei den kanalbildenden Zellen nur um solche Zellen handelt, in de-
nen morphologisch keine Salmonellen nachweisbar sind.  
Die Mitosefiguren sind in den mit Salmonellen infizierten Zellkulturen ebenso häufig zu fin-
den wie in der Kontroll-Zellkultur. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Salmonellen in geringer Menge extra- 
und intrazellulär nachweisbar sind, ohne in den betroffenen Zellen relevante, morphologisch 
erfassbare Veränderungen im Vergleich zu den Kontroll-Zellen auszulösen.  
4.5.3.2 Immunhistologische Befunde  
Die intrazytoplasmatisch liegenden Salmonellen können in allen untersuchten Proben (n=6) 
mit Hilfe eines polyklonalen Antikörpers immunhistologisch nachgewiesen werden. Die An-
zahl der positiv reagierenden Zellen (infizierte Zellen) (Abb. 4.16, S. 69) entspricht den be-
reits aufgeführten transmissionselektronenmikroskopisch dokumentierten Ergebnissen (vgl. 
Kapitel 4.5.3.1, S. 63).  
4.5.4 Sekundärinfektion 
Eine sieben Tage alte Zellkultur (41. Passage) und eine 14 Tage alte Zellkultur (40. Passage) 
sind jeweils für 17 bzw. 72 Stunden mit einer Rotaviruskonzentration von 1x105,3 KID50/ml 
inkubiert (Primärinfektion) und anschließend zusätzlich für drei bzw. fünf Stunden mit einer 
Salmonellenkonzentration von 1x106 KBE/ml (Sekundärinfektion) inkubiert worden (Abb. 
3.4, S. 41 und 3.5, S. 42).  
Beurteilung an Ultradünnschnitten 
Im Anschluss an die oben beschriebene Sekundärinfektion können Rotaviren und Salmonel-
len (Abb. 4.17, S. 71) sowohl bei den sieben als auch bei den 14 Tage alten Zellkulturen, ex-
tra- und intrazellulär lokalisiert, nachgewiesen werden. 
Nach der Sekundärinfektion sind keine Unterschiede hinsichtlich der Lokalisation der Erreger 
(Rotaviren und Salmonellen) im Vergleich zu der jeweiligen Monoinfektion (Rotaviren oder 
Salmonellen) feststellbar. Allerdings kann innerhalb der mit Rotaviren und Salmonellen infi-
zierten Zellen sehr vereinzelt das Auftreten beider Erreger zusammen innerhalb einer Caco-2 
Zelle beobachtet werden. 
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Elektronenmikroskopische und immun-
histologische Befunde an der Caco-2 
Zellkultur im Anschluss an eine Infekti-
on mit Salmonellen 
Abb. 4.15: Im Anschluss an eine dreistün-
dige Inkubation der sieben Tage alten Zell-
kultur mit Salmonellen, ist eine intrazy-
toplasmatisch liegende, von einer einfa-
chen Membran (Pfeil) umgrenzte „Salmo-
nelle“ (S) nachweisbar; (rER) raues en-
doplasmatisches Retikulum; (L) Lysoso-
men; (Pfeilspitzen) Mikrovillisaum (TEM, 
Gerätevergrößerung 30000x). 
Abb. 4.16: Die intrazytoplasmatisch lie-
genden Salmonellen (Pfeile) in einer 14 
Tage alten Zellkultur nach einer fünfstün-
digen Inkubation lassen sich immunhisto-
logisch nachweisen. Inset: Ausschnitt von 
Salmonella sp. (S) in einer 14 Tage alten 
Caco-2 Zelle. (Immunhistologie, Salmo-
nellenantikörper, Normarski-Interferenz-
kontrast, Gerätevergrößerung 62,5x; Inset: 
Transmissionselektronenmikroskopie, Ge-
rätevergrößerung 30000x). 
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Vergleicht man die Anzahl der infizierten Zellen (Gesamtzahl der infizierten Zellen; Anzahl 
der mit Rotaviren infizierten Zellen; Anzahl der mit Salmonellen infizierten Zellen; Anzahl 
der Zellen, die Rotaviren und Salmonellen enthalten), in Abhängigkeit vom Zellalter (sieben 
Tage und 14 Tage alte Zellkulturen) und/oder von den unterschiedlichen Expositionszeiten 
(17 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen; 17 Stunden Rotaviren und fünf Stun-
den Salmonellen; 72 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen, 72 Stunden Rotaviren 
und fünf Stunden Salmonellen), mit– sowie untereinander, können zwar geringfügige Unter-
schiede festgestellt werden, die jedoch keine Korrelationen zwischen der Anzahl der infi-
zierten Zellen, deren Zellalter und/oder den Expositionszeiten erkennen lassen (Tab. 4.4, S. 
72).  
Auch mittels der vergleichenden Gegenüberstellung der Anzahl der Erreger pro Zelle (Ro-
taviren/Zelle; Salmonellen/Zelle; Rotaviren und Salmonellen/Zelle) können, in Abhängigkeit 
vom Zellalter (sieben Tage und 14 Tage alte Zellkulturen) und/oder von den unterschiedli-
chen Expositionszeiten (17 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen; 17 Stunden 
Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen; 72 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonel-
len, 72 Stunden Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen), keine Wechselbeziehungen zwi-
schen der Erregeranzahl pro Zelle, dem Zellalter und/oder den Expositionszeiten aufgezeigt 
werden (Tab. 4.4, S. 72). 
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Abb. 4.17: Schematische Darstellung der Lokalisation d
der untersuchten Caco-2 Zellkultur: Die Rota
zierten Zellen frei im Zytoplasma oder auch 
sind im Mikrovillisaum, intrazytoplasmatisch o
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4.5.5 Sekundärinfektion im Vergleich zur Monoinfektion hinsichtlich der Anzahl der 
infizierten Zellen und der Erreger pro Zelle 
Vergleicht man die Ergebnisse der Monoinfektionen mit denen der Sekundärinfektionen (bei 
jeweils gleichem Zellalter und gleicher Expositionszeit) fällt hinsichtlich der Anzahl der mit 
Salmonellen infizierten Caco-2 Zellen auf, dass innerhalb der mit Rotaviren und Salmonellen 
inkubierten Zellkulturen weniger erregerhaltige Zellen nachweisbar sind. Eine zusammenfas-
sende Darstellung der Ergebnisse zeigt die Tabelle 9.1, S. 130. Im Folgenden werden die Se-
kundärinfektionen den jeweiligen Monoinfektionen, unter Berücksichtigung der gleichen Be-
dingungen hinsichtlich des Zellalters und der Expositionszeit, gegenübergestellt.  
 
Gegenüberstellung sieben Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (17 Stunden Rotaviren bzw. drei Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (17 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen) (Tab. 4.5). 
Innerhalb der Zellkultur, die mit Rotaviren und Salmonellen inkubiert wurde, sind weniger 
erregerhaltige Zellen nachweisbar, verglichen mit den jeweiligen Monoinfektionen. Dies be-
trifft sowohl die mit Rotaviren als auch die mit Salmonellen infizierten Zellen. 
Bei der Sekundärinfektion sind, im Vergleich zur Monoinfektion, weniger Rotaviren zu fin-
den, wobei sich diese Verhältnisse hinsichtlich der Salmonellenanzahl je Zelle umgekehrt 
darstellen.  
Das gemeinsame Auftreten von Rotaviren und Salmonellen innerhalb einer Zelle kann in 2% 
der untersuchten Zellen beobachtet werden. 
Tab. 4.5: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion sieben 
Tage alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 17 Stunden 
und/oder Salmonellen von drei Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
7 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 17 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 3 Stunden 
Rotaviren 9 Anzahl infizier- 
ter Zellen % Salmonellen 10 
Rotaviren 103 
Mono- 
Infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 1 
Rotaviren 4 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 2 
Rotaviren 74 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
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Gegenüberstellung sieben Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (17 Stunden Rotaviren bzw. fünf Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (17 Stunden Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen) (Tab. 4.6). 
Die Anzahl der mit Salmonellen infizierten Zellen und die der Salmonellen pro Zelle bleibt 
gleich, unabhängig davon, ob es sich um eine Mono- oder eine Sekundärinfektion handelt.  
Dies gilt jedoch nicht für die Rotaviren: Bei der Sekundärinfektion sind, im Vergleich zur 
Monoinfektion, weniger mit Viren infizierte Zellen nachweisbar und innerhalb der mit Rota-
viren und Salmonellen inkubierten Zellkultur werden mehr Viren pro Zelle im Gegensatz zu 
der jeweiligen Monoinfektion gefunden. 
Tab. 4.6: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion sieben 
Tage alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 17 Stunden 
und/oder Salmonellen von fünf Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte)  
7 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 17 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 5 Stunden 
Rotaviren 9 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 8 
Rotaviren 103 
Mono- 
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 6 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 7 
Rotaviren 114 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
 
Gegenüberstellung sieben Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (72 Stunden Rotaviren bzw. drei Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (72 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen) (Tab. 4.7, S. 
75). 
Innerhalb der Zellkultur, die einer Sekundärinfektion ausgesetzt wurde, sind mehr virusparti-
kelhaltige Zellen und auch mehr Rotaviren pro Zelle vorhanden als bei der Monoinfektion.  
Während bei der Sekundärinfektion keine Salmonellen nachweisbar sind, können in der Zell-
kultur, die drei Stunden mit Salmonellen inkubiert worden ist, einige erregerhaltige Caco-2 
Zellen beobachtet werden. 
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Tab. 4.7: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion sieben 
Tage alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 72 Stunden 
und/oder Salmonellen von drei Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
7 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 72 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 3 Stunden 
Rotaviren 6 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 10 
Rotaviren 97 
Mono- 
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 1 
Rotaviren 25 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen keine 
Rotaviren 118 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen keine 
 
Gegenüberstellung sieben Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (72 Stunden Rotaviren bzw. fünf Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (72 Stunden Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen) (Tab. 4.8). 
Bei der Sekundärinfektion sind, im Gegensatz zu der Monoinfektion, weniger mit Salmonel-
len infizierte Zellen zu beobachten. Die Anzahl der mit Rotaviren infizierten Zellen und die 
Anzahl der Erreger (Rotaviren bzw. Salmonellen) pro Zelle bleiben bei der Sekundärinfekti-
on, im Vergleich mit der jeweiligen Monoinfektion, annähernd gleich. 
Tab. 4.8: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion sieben 
Tage alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 72 Stunden 
und/oder Salmonellen von fünf Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
7 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 72 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 5 Stunden 
Rotaviren 6 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 8 
Rotaviren 97 
Mono- 
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 5 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 2 
Rotaviren 83 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 3 
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Gegenüberstellung 14 Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (17 Stunden Rotaviren bzw. drei Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (17 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen) (Tab. 4.9). 
Die Anzahl der mit Rotaviren infizierten Zellen und die Menge der Rotaviren innerhalb einer 
Zelle verändern sich nicht bei der Sekundärinfektion im Vergleich zu der Monoinfektion. 
Im Unterschied dazu können im Rahmen der Sekundärinfektion deutlich weniger mit Salmo-
nellen infizierte Zellen und auch weniger Bakterien pro Zelle im Vergleich zu der Monoinfek-
tion nachgewiesen werden.  
Das gemeinsame Auftreten von Rotaviren und Salmonellen innerhalb einer Zelle kann in 2% 
der untersuchten Zellen beobachtet werden. 
Tab. 4.9: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion 14 Tage 
alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 17 Stunden 
und/oder Salmonellen von drei Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
14 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 17 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 3 Stunden 
Rotaviren 10 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 8 
Rotaviren 344 
Mono- 
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 13 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 2 
Rotaviren 510 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 0,2 
 
Gegenüberstellung 14 Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (17 Stunden Rotaviren bzw. fünf Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (17 Stunden Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen) (Tab. 4.10, S. 
77). 
Innerhalb der Zellkultur, die mit Rotaviren und Salmonellen inkubiert worden ist, sind deut-
lich weniger viruspartikelhaltige Zellen und auch weniger Rotaviren pro Zelle vorhanden als 
bei der Monoinfektion.  
Im Gegensatz dazu kann zwischen der Mono- und der Sekundärinfektion, hinsichtlich der 
Anzahl der mit Salmonellen infizierten Zellen und bezüglich der Menge der Salmonellen je 
Zelle, keine Änderung festgestellt werden. 
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Tab. 4.10: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion 14 Tage 
alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 17 Stunden 
und/oder Salmonellen von fünf Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
14 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 17 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 5 Stunden 
Rotaviren 10 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 12 
Rotaviren 344 
Mono- 
Infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 2 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 12 
Rotaviren 83 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 3 
 
Gegenüberstellung 14 Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (72 Stunden Rotaviren bzw. drei Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (72 Stunden Rotaviren und drei Stunden Salmonellen) (Tab. 4.11, S. 
78). 
Bei der Sekundärinfektion lassen die Anzahl der mit Rotaviren infizierten Zellen sowie die 
Anzahl der Salmonellen pro Zelle im Vergleich zu der jeweiligen Monoinfektion keine Ände-
rungen erkennen.  
Innerhalb der Zellkultur, die mit Rotaviren und Salmonellen inkubiert worden ist, sind, im 
Gegensatz zu den jeweiligen Monoinfektionen, weniger bakterienhaltige Zellen und mehr 
Viruspartikel pro Zelle nachweisbar. 
Das gemeinsame Auftreten von Rotaviren und Salmonellen innerhalb einer Zelle kann in 1% 
der untersuchten Zellen beobachtet werden. 
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Tab. 4.11: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion 14 Tage 
alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 72 Stunden 
und/oder Salmonellen von drei Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
14 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 72 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 3 Stunden 
Rotaviren 7 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 8 
Rotaviren 140 
Mono- 
Infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 8 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 5 
Rotaviren 168 
Sekundär-
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
 
Gegenüberstellung 14 Tage alter Zellkulturen:  
Monoinfektionen (72 Stunden Rotaviren bzw. fünf Stunden Salmonellen) und  
Sekundärinfektion (72 Stunden Rotaviren und fünf Stunden Salmonellen) (Tab. 4.12). 
Bei der Sekundärinfektion sind, im Gegensatz zu der Monoinfektion, weniger mit Rotaviren 
infizierte Zellen und zudem auch weniger Viruspartikel pro Zelle nachweisbar. Im Unter-
schied dazu sind im Rahmen der Sekundärinfektion wesentlich mehr salmonellenhaltige Zel-
len vorhanden als bei der Monoinfektion; die Anzahl der Bakterien pro Zelle ändert sich je-
doch nicht.  
Tab. 4.12: Vergleichende Übersicht der Monoinfektionen und der Sekundärinfektion 14 Tage 
alter Caco-2 Zellkulturen bei einer Inkubation mit Rotaviren von 72 Stunden 
und/oder Salmonellen von fünf Stunden Dauer hinsichtlich des Erregernachweises 
(gerundete Mittelwerte) 
14 Tage alte Zellkultur 
Rotaviren 72 Stunden Expositionszeit 
Salmonellen 5 Stunden 
Rotaviren 7 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 12 
Rotaviren 141 
Mono- 
infektion 
Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
Rotaviren 1 Anzahl infizier-
ter Zellen % Salmonellen 20 
Rotaviren 23 
Sekundär-
infektion Erreger pro Zelle
Salmonellen 2 
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die vergleichende Betrachtung der Sekun-
därinfektionen mit den jeweiligen Monoinfektionen (Tab 4.5 bis Tab. 4.12, S. 73 bis S. 78), 
unter Berücksichtigung der gleichen Bedingungen hinsichtlich des Zellalters und der Exposi-
tionszeiten, keine Korrelationen zwischen der Anzahl der infizierten Zellen, deren Zellalter 
und/oder den unterschiedlichen Expositionszeiten erkennen lässt und dass keine Wechselbe-
ziehungen zwischen der Erregeranzahl pro Zelle, dem Zellalter und/oder den Expositionszei-
ten bestehen. 
4.5.6 Morphologischer Vergleich der infizierten Zellen mit den nicht infizierten Zellen 
innerhalb einer infizierten Caco-2 Zellkultur 
Die Morphologie der infizierten Zellen unterscheidet sich von der der nicht infizierten Zellen 
in Abhängigkeit von der Erregeranzahl bzw. durch die Ausdehnung der Erreger enthaltenden 
Vakuolen: Treten 100 oder mehr Rotaviren bzw. drei oder mehr Salmonellen innerhalb gro-
ßer, intrazytoplasmatisch lokalisierter Vakuolen auf, kann ein ausgeprägtes „cloudy swelling“ 
im Zytoplasma der betroffenen Zellen beobachtet werden. Während das Zytoplasma der Zelle 
somit aufgelockert erscheint, sind die Zellorganellen, mit Ausnahme des gering- bis mit-
telgradig erweiterten endoplasmatischen Retikulums, jedoch unverändert.  
Die anderen Zellstrukturen der infizierten Zellen, wie der Mikrovillisaum und der 
Interzellularspalt, lassen keine Unterschiede im Vergleich zu den nicht infizierten Zellen 
e rkennen. 
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5. Diskussion 
5.1 Ziel der Arbeit 
Während im Rahmen von in-vivo Versuchen des Graduiertenkollegs (orale Verabreichung 
von Endotoxin an Schweine) komplexe pathophysiologische Reaktionen an der „Funktions-
einheit Magen-Darm-Trakt“ beurteilt wurden, sollten weiterführend in-vitro Systeme zum 
Studium einzelner Strukturelemente etabliert, evaluiert und eingesetzt werden.   
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit Hilfe von in-vitro Versuchen den Einfluss en-
teropathogener Erreger sowie deren Toxine auf die Morphologie des Enterozyten –als wesent-
lichster Bestandteil der intestinalen Barriere- zu untersuchen, um festzustellen, inwieweit eine 
direkte Zellschädigung durch zytotoxische Effekte auftritt und/oder mediatorvermittelte ätio-
pathogenetische Vorgänge eine Rolle spielen.   
Zu diesem Zweck wurde die Caco-2 Zelllinie als in-vitro Enterozytenmodell genutzt, um 
mögliche Parallelen zu morphologischen Veränderungen am Darm von Schlachtschweinen 
aufzuzeigen, die im Rahmen experimenteller Versuche des Graduiertenkollegs einer chroni-
schen oralen Endotoxinbelastung (LPS von Salmonella typhimurium) ausgesetzt waren.  
Von besonderem Interesse ist es, die morphologischen Effekte von:  
• Salmonella typhimurium-LPS (in verschiedenen Konzentrationen und nach unter-
schiedlichen Expositionszeiten) 
• Rotaviren (als Monoinfektion bei variierenden Expositionszeiten) 
• Salmonella typhimurium (als Monoinfektion bei variierenden Expositionszeiten) 
• Rotaviren (als Primärinfektion) und Salmonella typhimurium (als Sekundärinfektion) 
auf die Caco-2 Zellkultur darzustellen und mit Hilfe der konventionellen Histopathologie, der 
Immunhistochemie und der Transmissionselektronenmikroskopie detailliert zu charakterisie-
ren, um die Interaktionen der Erreger mit der Zellkultur zu beurteilen und diese mit denen der 
Erreger am Darm in-vivo zu vergleichen. 
5.2 Charakterisierung der verwendeten Caco-2 Zellkultur 
Die Caco-2 Zellkultur zeigt morphologisch verschiedene Kennzeichen eines gut differenzier-
ten Kolonkarzinoms, wobei die Zellen überwiegend mit Enterozyten in-vivo vergleichbare 
Charakteristika aufweisen: Die Zellkultur bildet ultrastrukturell einen ein- bis zweischichtigen 
polarisierten Zellverband mit gut differenzierten Epithelzellen, deren Mikrovillisaum morpho-
logisch annähernd den physiologischen Mikrovilli der Darmepithelzellen entspricht, teilweise 
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jedoch atypische, „blumenstraußähnliche Büschel“ (vgl. Abb. 4.1, S. 50) bildet. Diese Beo-
bachtungen sind in der Literatur ebenfalls beschrieben (PINTO et al. 1983, BRISKE-
ANDERSON et al. 1997). Die annähernd physiologische Ausbildung des Mikrovillisaums an 
der Caco-2 Zellkultur ist wichtig für den Erstkontakt mit Antigenen, so dass die in dieser Stu-
die zu beobachtenden Anhaftungsvorgänge von Erregern an die Mikrovilli mit den Vorgän-
gen am Enterozytensaum in-vivo weitgehend vergleichbar sind. Inwieweit das Fehlen der 
Schleim sezernierender Becherzellen in-vitro einen Einfluss auf die Interaktion zwischen Epi-
thelzellen und Antigenen besitzt, kann mittels der verwendeten Caco-2 Zellkultur im Rahmen 
dieser Studie nicht beurteilt werden. Eine von MATTAR et al. (2002) beobachtete sekretori-
sche Tätigkeit der Caco-2 Zellen ist mittels der eigenen transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchungen nicht nachweisbar. 
Der Interzellularspalt ist bei der Caco-2 Zellkultur mit ca. 17 nm lediglich halb so breit wie 
der Interzellularraum der normalen Enterozyten (ca. 25-35 nm) (FARQUAR u. PALADE 
1963, STAEHELIN 1974). Die Interdigitationen (zytoplasmatische Ausstülpungen, vgl. Abb. 
4.6, S. 55) der seitlichen Zellmembran, die REVEL (1982) sowie KIRKPATRICK und 
PFEIFER (1995) bei benachbarten Epithelzellen in-vivo beobachtet haben, können mittels 
eigener Untersuchungen ebenfalls nachgewiesen werden. Der Interzellularspalt spielt in-vivo 
eine große Rolle bei der Erregertranslokation durch die epitheliale Barriere bei der Transport- 
und Klimabelastung der Schlachtschweine. EHINGER (1998) stellte, bei routinemäßig ge-
schlachteten Schweinen, schon vor der Exenteration, eine gestörte Barrierefunktion des Dar-
mes fest, so dass bei den Tieren, die einer starken Belastung ausgesetzt waren, der Darm „ex-
trem“ durchlässig für Bakterien ist (EHINGER 1998). Der in den eigenen Untersuchungen 
aufgefallene schmalere Interzellularspalt (im Vergleich zum physiologischen Darmepithel), 
der auch im Zusammenhang mit den Interdigitationen zu einem sehr engen Kontakt der be-
nachbarten Zelle führt, könnte somit zur Folge haben, dass der parazelluläre Transport zwi-
schen den Epithelzellen erschwert wird. Sobald die Erreger über die tight junctions in den 
engen Interzellularspalt eingedrungen sind, wird die parazelluläre Translokation durch die 
geringere Anzahl der Desmosomen innerhalb der Caco-2 Zellkultur (im Vergleich zum Dar-
mepithel in-vivo) aber möglicherweise erleichtert. Inwieweit die Breite des Interzellularspal-
tes der Caco-2 Zellkultur durch Änderungen der Kulturbedingungen (z.B. veränderte Zusam-
mensetzung des Kulturmediums) beeinflusst werden kann, sollte mittels weiterführender Stu-
dien untersucht werden, um Parallelen zu den Bedingungen bei der Schlachttierbelastung in-
vivo aufzeigen zu können. 
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Die Zellen der Caco-2 Zellkultur zeigen ein pleomorphes Erscheinungsbild: Ein Drittel der 
Zellen erscheint isoprismatisch, ein Drittel ist hochprismatisch und ein weiteres Drittel der 
Zellen bildet eine runde Form aus. Diese mäßig ausgeprägte Pleomorphie hinsichtlich der 
Epithelzellform beschreibt DAVID (1967) bei seinen Studien am Kolonkarzinom. Im Gegen-
satz dazu sehen BRISKE-ANDERSON et al. (1997) überwiegend isoprismatische Epithelzel-
len in der von ihnen untersuchten Caco-2 Zellkultur. Da die Caco-2 Zellkultur eine Kolonkar-
zinomzelllinie darstellt, wird die geringgradig unterschiedliche Zellmorphologie innerhalb 
dieser Studie als histologisches Charakteristikum einer Tumorzelllinie angesehen, die trotz 
alledem aus gut differenzierten Epithelzellen besteht. 
Die Zellorganellen der in dieser Studie untersuchten Caco-2 Zellen sind vorwiegend im obe-
ren Drittel der Zellen lokalisiert und entsprechen quantitativ und auch morphologisch weitge-
hend den Beschreibungen der Zellorganellen von Enterozyten in-vivo (MATSUDA et al. 
1989). Allerdings weisen die Zellen der Caco-2 Zellkultur, im Gegensatz zu den Darme-
pithelzellen, eine minimal vermehrte Anzahl von Lysosomen auf. Dies kann im Einklang mit 
den Ergebnissen von MATSUDA et al. (1989), die mittels ihrer Untersuchungen eine ver-
gleichbare Anzahl von Lysosomen innerhalb der Kolonkarzinomzellen beobachten, als histo-
morphologisches Kennzeichen von Caco-2 Zellen interpretiert werden. 
Die in dieser Studie in der Caco-2 Zellkultur auftretenden pleomorphen Zellkerne, die häufig 
eingekerbt sind, werden sowohl von DAVID (1967) als auch von MATSUDA et al. (1989) 
bei Kolonkarzinomen beschrieben. Derartige Zellkerne sind typisch für Zellen mit einer er-
höhten metabolischen Aktivität, wie dies z.B. auch in Muskelzellen oder neutrophilen Granu-
lozyten (GHADIALLY 1997) beobachtet werden kann. Daher ist anzunehmen, dass die un-
tersuchten Caco-2 Zellen ebenfalls stoffwechselaktivere Zellen darstellen, wobei dies durch 
weiterführende funktionelle Untersuchungen verifiziert werden muss. 
Eine unkontrollierte Proliferation, aufgrund eines gestörten Gleichgewichtes zwischen      
Apoptose und Zellteilung, ist unter anderem verantwortlich für die Entstehung eines Kolon-
karzinoms (BUTLER et al. 1999). Die vom Kolonkarzinom abstammende und in der vorlie-
genden Studie genutzte Caco-2 Zellkultur lässt eine mäßig ausgeprägte proliferative Aktivität 
erkennen, was immunhistologisch durch die gering- bis mittelgradige Expression der Prolife-
rationsmarker Ki-67 Antigen und PCNA, über deren Anwendung an der Caco-2 Zellkultur 
bisher keine Beschreibungen in der Literatur existieren, dargestellt werden konnte. Apoptotic 
bodies sind ultrastrukturell nicht erkennbar, mit Hilfe der TUNEL-Technik konnten jedoch 
vereinzelt apoptotische Zellen nachgewiesen werden.  
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BRISKE-ANDERSON et al. (1997) beschreiben bei ihrer Untersuchung an der Caco-2 Zell-
kultur das Auftreten multizellulärer Erhabenheiten von bis zu 20 Zellen mit interzellulär loka-
lisierten Kanälen, die mit einem Mikrovillisaum ausgekleidet sind. Diese Zellanhäufungen 
treten erstmals zwischen dem neunten und 15. Tag auf (BRISKE-ANDERSON et al. 1997). 
In den eigenen Untersuchungen sind zwar einige, mit einem Mikrovillisaum ausgekleidete, 
Kanäle zu beobachten, aber auch in den 14 Tage alten Zellkulturen sind keine multizellulären 
Erhabenheiten erkennbar. Die starke Zellproliferation, die von BRISKE-ANDERSON et al. 
(1997) beobachtet wurde, muss also noch von anderen Einflussfaktoren, außer Zellalter, Kul-
turmedium und/oder Inkubationstemperatur, abhängig sein. Ein auf die ungehinderte Zellpro-
liferation positiv wirkender Faktor könnte das von den oben genannten Autoren verwendete 
Antibiotikum Gentamycin darstellen, welches die Zellkultur vor einer unerwünschten Ver-
mehrung von Bakterien schützen sollte. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die im Rahmen dieser Studie untersuchte 
Caco-2 Zellkultur, wie auch von PINTO et al. (1983), CHANTRET et al. (1988), RILEY et 
al. (1991) beschrieben, überwiegend morphologische Charakteristika eines normalen Darme-
pithels in-vivo besitzt. Hieraus lässt sich, zumindest morphologisch, die Eignung der Caco-2 
Zellkultur für die durchgeführten Versuche (LPS- und Infektionsversuche) und die Erfassung 
der Translokationsvorgänge an einer epithelialen Barriere ableiten.  
5.3 Morphologische und immunhistologische Betrachtungen der Caco-2 Zellkultur bei 
einer Inkubation mit LPS im Vergleich zu Enterozyten in-vivo 
Die Applikation von LPS von Salmonella typhimurium auf die Caco-2 Zellkultur führt weder 
zu lichtmikroskopisch noch zu ultrastrukturell erkennbaren Zellalterationen, unabhängig von 
den verwendeten Konzentrationen und von den variierenden Expositionszeiten. Sogar eine 
Expositionszeit von bis zu 26 Stunden führte nicht zu morphologisch erfassbaren Effekten. 
Dieses Ergebnis erzielen WELLS et al. (1993) ebenfalls im Anschluss an eine 16stündige 
Inkubation mit dem LPS von E. coli. Ebenso sind innerhalb der mit LPS inkubierten Zellkul-
turen der eigenen Studie mit Hilfe der immunhistologischen Marker Ki-67 Antigen und 
PCNA, im Vergleich zu den Kontroll-Zellkulturen, keine deutlichen Unterschiede hinsichtlich 
der Proliferationsaktivität erkennbar.  
Die in den eigenen Untersuchungen festgestellte unveränderte Zellmorphologie der mit LPS 
von Salmonella typhimurium inkubierten Caco-2 Zellen (vgl. Abb. 5.1, S. 84) wird auch von 
ANNE BODENTHIN (Leipzig, 25.03.2003) an Enterozyten von Schlachtschweinen beobach-
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tet, die einem 14-tägigen Fütterungsversuch (mit LPS von Salmonella typhimurium) ausge-
setzt waren. Daher ist anzunehmen, dass die im Rahmen dieser Studie vorherrschenden Kul-
turbedingungen ein Milieu für die Caco-2 Zellen schaffen, das mit dem des Darmes ver-
gleichbar ist. ANNE BODENTHIN (Leipzig, 25.03.2003) weist jedoch mittels lichtmikro-
skopischer Untersuchungen eine Infiltration mit Makrophagen innerhalb des Darmepithels 
nach. RIETSCHEL et al. (1993b) beschreiben eine Wechselwirkung von Endotoxinen mit 
zirkulierenden oder gewebsständigen Makrophagen, die nach Freisetzung verschiedener Me-
diatoren (u.a. TNFα, Interleukine, Prostaglandine) systemische pathophysiologische Reaktio-
nen (z.B. Fieber, Blutdruckabfall, Verbrauchskoagulopathie) bei Mensch und Tier induzieren. 
Diese komplexen Interaktionen sind jedoch nicht auf die Zellkultur übertragbar, da der Fokus 
der Untersuchungen hier lediglich auf eine Zellpopulation (den Enterozyten) ausgerichtet ist. 
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Vergleicht man die Ergebnisse der in-vivo Versuche (ANNE, BODENTHIN, Leipzig, 
25.03.2003) mit denen, die in dieser Studie in-vitro erzielt werden konnten, lassen sich Paral-
lelen aufzeigen: Oral verabreichtes Endotoxin scheint an den in-vivo untersuchten Enterozy-
ten wie auch an den Caco-2 Zellen zu keinen morphologisch erfassbaren Veränderungen zu 
führen. Mediatorvermittelte pathophysiologische Reaktionen, die Endotoxine im Organismus, 
z.B. durch die Wechselwirkung mit Makrophagen, auslösen, können bei dem eigenen Ver-
suchsansatz mit Hilfe der Caco-2 Zellkultur erwartungsgemäß nicht erfasst werden. 
5.4 Morphologische und immunhistologische Betrachtungen der Caco-2 Zellkultur bei 
einer Infektion mit Rotaviren im Vergleich zu Enterozyten in-vivo 
Im Anschluss an eine 17- bzw. 72stündige Inkubation der sieben und 14 Tage alten Caco-2 
Zellkulturen mit Rotaviren lässt sich in dieser Studie mittels der Immunhistologie intrazy-
toplasmatisch Rotavirus-Antigen nachweisen. Transmissionselektronenmikroskopisch sind 
die Rotaviren intrazellulär in unterschiedlicher Anzahl frei im Zytoplasma oder in Vakuolen 
liegend erkennbar.   
Die meisten unbehüllten Viren scheinen in toto durch eine rezeptorvermittelte Endozytose in 
die Zelle zu gelangen und liegen anschließend in Vakuolen eingeschlossen im Zytoplasma. 
Die Viren verlassen diese Vakuolen relativ schnell und sind somit frei intrazytoplasmatisch 
lokalisiert (BÜTTNER 2002). Der Autor vermutet, dass die Viren damit einer intravakuolären 
Verdauung zu entgehen versuchen.  
Mittels der eigenen Untersuchungen können im Anschluss an eine Inkubation der Caco-2 
Kultur mit Rotaviren viruspartikelhaltige Epithelzellen in variierender Anzahl nachgewiesen 
werden. Eindeutige Kennzeichen für eine Zellschädigung (Karyopyknose, -rhexis, lysis 
und/oder auch eine Desintegration der Zellmembran bzw. der Zellorganellen), die auf das 
Vorhandensein der Rotaviren zurückgeführt werden könnte, werden mittels der Transmissi-
onselektronenmikroskopie in den untersuchten Lokalisationen nicht nachgewiesen (Abb. 5.2, 
S. 86). Die Morphologie der infizierten Zellen entspricht der von den Kontroll-Zellen.  
 
 
 
 
 
 
 
Diskussion  86 
Enterozyten, in-vivo       Caco-2 Zellen, in-vitro
 
 M 
A A 
D  
 
+ Rotavi 
 
 
 
 
M 
Replikat
R 
A 
M 
R 
 
A 
 
Abb. 5.2: Schem
tion m
Durch
zytose
Legende: ZK Z
D D
M M
GA G
 
Das Fehlen eine
darstellen. Durc
zelleigene FunkZK       
K 
 R
 B
+ Rotaviren ren 
       
 
Penetration durch     
Endozytose 
ion 
? Einflussfaktoren ? 
D 
B  
 K 
Replikation 
A RK D 
R B
 
M 
A K
R
a
it
 d
 d
ell
esm
ito
olg
r V
h 
tiorERGD 
 
tische 
 Rota
ie Viru
er Vire
kern 
osom
chond
i-Appa
irusre
die Vi
nen unB       
Zelllyse 
B 
Darstellung der Caco-2 Zellkultur in-vitro vor 
viren im Vergleich zu Enterozyten in-vivo n
sreplikation kommt es in-vivo zur Zelllyse. In-
n keine Replikation. 
  rER raues endoplasmatische
en   B Basalmembran  
rien   R Rotaviren  
rat 
plikation könnte möglicherweise eine Erklärun
rusreplikation werden zellfremde virale Protei
terdrückt und Informationen des Zellgenoms bZK 
und nach
ach An
vitro fol
s Retikul
g für die
ne gebil
lockiert, R
R 
 der In
tigenko
gt der E
um 
ses Erg
det, no
was let GrEZBGrEZM 
GrE
RRRRZMrEGD ZrERGDkuba-
ntakt. 
ndo-
 
ebnis 
rmale 
ztlich 
Diskussion  87 
zum Absterben der Zelle führt (BÜTTNER 2002). Da innerhalb dieser Studie jedoch keine 
morphologisch erfassbaren Veränderungen an den mit Rotaviren beimpften Caco-2 Zellen 
festgestellt wurden, ist eine Virusreplikation nicht eindeutig nachweisbar. Darüber hinaus sind 
im Anschluss an die 72stündige Expositionszeit weniger infizierte Zellen erkennbar und die 
Erregeranzahl je Zelle ist annähernd gleich oder es werden weniger Rotaviren pro Zelle im 
Vergleich zu der 17stündigen Inkubationszeit beobachtet. Das Maximum der zellulären Vi-
russynthese (reife Viren) beträgt bei den Rotaviren 20 Stunden p.i. (BÜTTNER 2002). Dem-
zufolge wäre im Anschluss an eine 72stündige Inkubation mit Rotaviren eine drastische Zu-
nahme der Viren pro Zelle zu erwarten gewesen (100 bis 1000 infektiöse Nachkommen in 
Relation zu der Ausgangsdosis) (BÜTTNER 2002). Mittels der eigenen Untersuchungen 
konnten jedoch nur 74 bis 510 Viren innerhalb einer Zelle gefunden werden.   
Eine Ursache für die geringe Anzahl von Rotaviren innerhalb der untersuchten Epithelzellen 
der Caco-2 Zellkulturen könnte darin bestehen, dass unreife Viren über das ausgedehnte en-
doplasmatische Retikulum ausgeschleust werden, wie ebenfalls SVENNSON et al. (1991) 
und JOURDAN et al. (1997) vermuten. Da auch in den eigenen Untersuchungen ein gering- 
bis mittelgradig erweitertes endoplasmatisches Retikulum sowie weniger infizierte Zellen und 
gleich bleibend oder weniger Viren je Zelle nach einer 72stündigen Inkubation auffallen, kann 
dies in Übereinstimmung mit den hier aufgeführten Autoren als Hinweis für eine Virusaus-
schleusung angesehen werden. Es konnten jedoch keine Viruspartikel innerhalb des en-
doplasmatischen Retikulums in den ausgewerteten Lokalisationen beobachtet werden. Um 
diese Vermutung trotzdem zu verifizieren, müsste zusätzlich das Zellkulturmedium der mit 
Rotaviren infizierten Caco-2 Zellkulturen untersucht werden, um nachzuweisen, ob die An-
zahl der intrazellulären Viren und die Menge der Viren in dem Medium im Vergleich zu der 
Ausgangskonzentration gleich bleiben. 
 
DICKMAN et al. (2000) und OBERT et al. (2000) beobachten im Anschluss an eine Infektion 
der Caco-2 Zellkultur mit dem „Rhesus Rotavirus“ eine Destruktion der tight junctions. Dies 
stellen die Autoren anhand einer erhöhten parazellulären Diffusion und dem Verlust des   
transepithelialen elektrischen Widerstandes fest. In der eigenen Studie sind morphologisch 
keine Veränderungen an den tight junctions sichtbar. Diese Ergebnisse lassen darauf schlie-
ßen, dass es möglicherweise zu einer funktionellen Störung kommt, die jedoch ohne morpho-
logisch erfassbares Korrelat bleibt. Inwieweit es in diesem Zusammenhang in der vorliegen-
den Studie zu einem Verlust des transepithelialen elektrischen Widerstandes gekommen ist, 
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kann allein aus ultrastruktureller Sicht nicht beurteilt werden. Hierfür sollten weiterführende 
funktionelle Untersuchungen an der Caco-2 Zellkultur erfolgen. 
Vergleicht man weiterhin die Resultate der in-vitro Versuche aus der vorliegenden Studie mit 
den in der Literatur (PAUL u. STEVENSON 1992) beschriebenen Befunden am Dünndarm 
in-vivo, fällt auf, dass, im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen, Rotaviren in-vivo zu 
schwerwiegenden Veränderungen im Darmepithel führen (PAUL u. STEVENSON 1992): 12 
bis 72 Stunden p.i. verursacht die Replikation der Rotaviren im Darmepithel des Dünndarmes 
in-vivo eine Dysfunktion der Zellen, eine Zottenatrophie und den Zelltod (PAUL u. 
STEVENSON 1992). Es lassen sich Zell-, Mitochondrien- und Kernschwellungen erkennen. 
Bei jungen Tieren sind die Veränderungen besonders stark ausgeprägt (PAUL u. 
STEVENSON 1992). 
Die Einflussfaktoren, die in-vivo eine Virusreplikation ermöglichen, können im Rahmen die-
ser Studie nicht näher charakterisiert werden. Generell ist die Anzüchtung von Rotaviren 
schwierig und gelingt in der Regel nur nach Adaptation an Zellkulturen (LIEBERMANN 
1992). Dies sollte im Rahmen weiterführender Untersuchungen erfolgen, um mögliche Paral-
lelen zwischen in-vitro Modellen und in-vivo Befunden, hinsichtlich morphologisch erfassba-
rer Zellveränderungen infolge einer Virusreplikation, aufzeigen zu können.  
5.5 Morphologische und immunhistologische Betrachtungen der Caco-2 Zellkultur bei 
einer Infektion mit Salmonellen im Vergleich zu Enterozyten in-vivo 
Im Anschluss an eine dreistündige bzw. fünfstündige Inkubation mit Salmonella typhimurium 
der in dieser Studie verwendeten sieben und 14 Tage alten Caco-2 Zellkulturen sind im 
Mikrovillisaum der Epithelzellen und intrazytoplasmatisch in Vakuolen liegende Salmonellen 
nachweisbar.  
Die Bakterien sind überwiegend im unteren Drittel, im Zytoplasma der morphologisch unver-
änderten Zelle lokalisiert. TAKEUCHI (1967), REED et al. (1986) und WELLS et al. (1993) 
beobachten gleichfalls keine morphologischen Veränderungen an mit Salmonella typhimuri-
um infizierten Caco-2 Zellen im Vergleich zu nicht infizierten Caco-2 Zellen. FINLAY und 
FALKOW (1990) messen nach einer Expositionszeit von zwei bis drei Stunden mit Salmonel-
len an Caco-2 Zellen einen sinkenden transepithelialen elektrischen Widerstand. Diese Resul-
tate legen dar, dass an infizierten Caco-2 Zellen möglicherweise funktionelle Störungen auf-
treten, die jedoch, wie mittels der eigenen ultrastrukturellen Untersuchungsergebnisse gezeigt 
werden kann, morphologisch nicht erfassbar sind.  
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Die Anzahl der infizierten Zellen in der vorliegenden Studie liegt nach einer Expositionszeit 
von drei Stunden unter 10% und es befindet sich meist nur ein Bakterium in einer infizierten 
Zelle. Im Anschluss an die verlängerte Expositionszeit (fünf Stunden) können hinsichtlich der 
infizierten Zellen und/oder bezüglich der Erregeranzahl pro Zelle keine wesentlichen Unter-
schiede aufgezeigt werden. Eine Ursache für die geringe Bakterienanzahl innerhalb der Epi-
thelzellen könnte die von FINLAY und FALKOW (1990) beschriebene bakterielle Transloka-
tion durch die Zelle in das „basale“ Zellkulturmedium darstellen. Aus diesem Grund sollte in 
weiteren Untersuchungen zusätzlich zu der morphologischen Beurteilung der Zelle, wie sie in 
der eigenen Studie durchgeführt wurde, auch das „basale“ Zellkulturmedium auf das Vorhan-
densein von translozierten Bakterien untersucht werden.  
FOOTE und HOOK (1979) beobachten in-vivo, dass sich Salmonellen, an den Enterozyten 
haftend, rasch vermehren und anschließend mittels Endozytose in die Epithelzellen eindrin-
gen, ohne zu morphologisch erkennbaren Zellschädigungen zu führen und intrazytoplasma-
tisch, in einer Vakuole eingeschlossen, lokalisiert sind (DEDIE 1993). 
Auch mittels der eigenen ultrastrukturellen Untersuchungen können die Salmonellen inner-
halb des Mikrovillisaums sowie intravakuolär im Zytoplasma der morphologisch unveränder-
ten Caco-2 Zellen (Abb. 5.3, S. 91) beobachtet werden, wobei die morphologisch nachweis-
bare Erregeranzahl innerhalb der infizierten Caco-2 Zellkulturen so gering ist, dass nicht von 
einer Vermehrung der Bakterien ausgegangen wird. 
Diese Resultate zeigen, dass die beschriebenen Interaktionen zwischen Salmonellen und den 
Caco-2 Zellen innerhalb dieser Studie, bzw. zwischen den Bakterien und den Enterozyten in-
vivo (DEDIE et al. 1993) zu keiner morphologisch erfassbaren Schädigung der betroffenen 
Zellen führt, und dass die hier verwendete Caco-2 Zellkultur ein geeignetes Modell zum Stu-
dium „reiner“ Penetrationsmechanismen von Salmonella typhimurium, im Vergleich zum 
normalen Darmepithel, darstellt. 
Mittels der eigenen Untersuchungen können weiterhin bereits nach einer drei- bis fünfstündi-
gen Inkubation Erreger innerhalb der Membranporen (vgl. Abb. 4.1, S. 50) nachgewiesen 
werden. Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von FINLAY und FALKOW 
(1990) überein, die in-vitro eine Translokation der Salmonellen durch die Caco-2 Zellen, ohne 
morphologisch erfassbare Zellschädigung, sehen. 
Auch DEDIE et al. (1993) beschreiben eine Wanderung der Salmonellen durch Enterozyten 
in-vivo ohne nachweisbare Läsionen. 
Da jedoch in der vorliegenden Studie keine morphologisch erfassbare Vermehrung der Sal-
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monellen im Bereich des Mikrovillisaums beobachtet werden konnte, scheinen im Darmtrakt 
in-vivo weitere Einflussfaktoren (z.B. Bakterienflora, Kohlenhydrate, Mediatoren) bei der 
bakteriellen Vermehrung eine Rolle zu spielen, die mittels der hier verwendeten Zellkultur 
nicht imitierbar sind und zum jetzigen Zeitpunkt nicht näher charakterisiert werden können. 
Eine Ursache, die eine Salmonellenvermehrung hemmt, könnte das zur Subkultivierung der 
Caco-2 Zellkultur verwendete Trypsin sein, das aus methodischen Gründen nicht vollständig 
aus der dabei erhaltenen Zellsuspension entfernt werden kann.  
Nach Durchwanderung der Enterozyten in-vivo oder über die Peyerschen Plaques dringen die 
Salmonellen in den subepithelialen Bereich ein und führen zur Leukozytenansammlung und 
zur Entzündung in der Mukosa (GIANELLA 1979, JIWA 1981). Die nachfolgende Flüssig-
keitsausscheidung in das Darmlumen (Diarrhoe) erfolgt durch aktive Sekretion, hervorgerufen 
z.B. durch Prostaglandine (GIANELLA 1979, JIWA 1981). Von der Mukosa aus können 
Bakterien, als fakultativ intrazelluläre Erreger, in den Makrophagen überleben, diese als 
Transportmittel benutzen, weiter zu den Lymphknoten, der Leber und der Milz gelangen und 
eine systemische Erkrankung bei Mensch und Tier auslösen (TAKEUCHI 1967, SCHRÖDER 
2002). 
Da innerhalb der hier verwendeten Zellkultur Einflussfaktoren, wie z.B. Prostaglandine 
und/oder Makrophagen fehlen, sind hinsichtlich deren Rolle bei der Salmonelleninfektion in 
dieser Studie und somit vergleichsweise bei der Schlachttierbelastung keine Aussagen mög-
lich. 
Mittels der eigenen Untersuchungen kann aufgezeigt werden, dass einige Salmonellen in den 
14 Tage alten Zellkulturen zusätzlich im Interzellularspalt zu beobachten sind, ohne dass der 
enge Interzellularspalt morphologisch erkennbare Schädigungen aufweist. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass Salmonellen nicht nur transzellulär sondern auch interzellulär in subepitheliale 
Bereiche gelangen können, wo letztlich erregerbedingte pathophysiologische Reaktionen aus-
gelöst werden.  
Somit scheint neben der transepithelialen auch eine parazelluläre Translokation von Salmo-
nellen eine Rolle zu spielen. Anhand dieser Erkenntnisse können Erweiterungen des Interzel-
lularspaltes, wie dies von EHINGER (1998) bei klima- und transportbelasteten Schlacht-
schweinen beobachtet wurde, von wesentlicher Bedeutung für die Folgen einer Schlachttier-
körperbelastung sein, sofern den Bakterien über den möglicherweise durch Vorschädigung 
erweiterten Interzellularspalt ein „leichteres/vermehrtes Eindringen“ in subepitheliale Berei-
che gelingt. 
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5.6 Morphologische und immunhistologische Betrachtungen der Caco-2 Zellkultur bei 
einer Infektion mit Rotaviren und mit Salmonellen im Vergleich zu Enterozyten 
in-vivo 
Die unterschiedlichen Expositionszeiten (Sekundärinfektion: 17 Sunden oder 72 Stunden Ro-
taviren und drei Stunden oder fünf Stunden Salmonellen), denen die in dieser Studie verwen-
deten sieben und 14 Tage alten Zellkulturen ausgesetzt waren, entsprechen den jeweiligen 
Monoinfektionen (17/72 Stunden Rotaviren oder drei/fünf Stunden Salmonellen), so dass die 
Anzahl der infizierten Zellen und die Menge der Erreger pro Zelle zwischen Sekundärinfekti-
on und jeweiliger Monoinfektion vergleichbar sind.  
Im Anschluss an eine Infektion mit Rotaviren erfolgte nach 17 bzw. 72 Stunden zusätzlich 
eine Inkubation der Caco-2 Zellen mit Salmonellen (für drei bzw. fünf Stunden), wobei in den 
unterschiedlich alten Zellkulturen (sieben/14 Tage alt) Rotaviren und Salmonellen nachge-
wiesen werden. Die meisten Zellen sind entweder durch Salmonellen oder durch Rotaviren 
infiziert worden. Nur innerhalb weniger Caco-2 Zellen sind Rotaviren und Salmonellen ge-
meinsam nachweisbar. Ein Zusammenhang zwischen Zellalter, Expositionszeit und/oder 
intraepithelialer Erregeranzahl kann nicht festgestellt werden.  
Die Gesamtanzahl der infizierten Zellen der Sekundärinfektionen (mit Rotaviren und/oder 
Salmonellen) stimmt in etwa mit der Gesamtanzahl der infizierten Zellen der Monoinfektio-
nen (Rotaviren oder Salmonellen) überein.  
Die Anzahl der mit Salmonellen infizierten Zellen bei der Monoinfektionen (9,3 ± 1,3 %) ist 
annähernd vergleichbar mit der Anzahl der mit Salmonellen infizierten Zellen bei der Sekun-
därinfektionen (6,3 ± 5 %). Mehrere Studien (BUKHOLM 1988, KONKEL u. JOENS 1990, 
MODALSLI et al. 1995) zeigen, im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen, dass eine Primär-
infektion mit Rotaviren oder Coxsackie B 1 Virus das Eindringen von enteropathogenen Bak-
terien (Salmonella typhimurium, E. coli, Shigella flexneri oder Yersinia spp.) in eine embryo-
nale Rhesusaffennierenzelllinie (MA-104) oder in eine Caco-2 Zellkultur fördert. Bei Ferkeln 
und Kälbern wird beschrieben, dass bei einem durch Rotaviren erkrankten Tier, bei einer Se-
kundärinfektion mittels E. coli (TZIPORI et al. 1980, LECCE et al. 1982, SNODGRASS et 
al. 1982), deutlichere Krankheitssymptome auftreten. Die Diskrepanz zwischen den eigenen 
Ergebnissen und den in der Literatur aufgeführten Resultaten in-vitro (BUKHOLM 1988, 
KONKEL u. JOENS 1990, MODALSLI et al. 1995) und in-vivo (TZIPORI et al. 1980, 
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LECCE et al. 1982, SNODGRASS et al. 1982) ist möglicherweise auf die bereits im Kapitel 
5.4, S. 85 eingegangene, fehlende Virusreplikation in den untersuchten Caco-2 Zellen zurück-
zuführen. Da im Rahmen der Monoinfektionen mit Rotaviren der in dieser Studie verwende-
ten Caco-2 Zellkulturen weder eine Replikation der Erreger noch morphologisch erfassbare 
Zellschädigungen aufgezeigt werden konnten (vgl. Abb. 5.4, S. 94), sind bei den Sekundärin-
fektionen der Caco-2 Zellen mit Salmonellen für deren transepitheliale Durchwanderung kei-
ne günstigeren Bedingungen vorhanden, die eine Translokation der Bakterien in die sube-
pithelialen Bereiche erleichtern könnten (z.B. durch Zelllyse infolge Virusreplikation). 
Darüber hinaus können in der eigenen Studie innerhalb der unveränderten Epithelzellen keine 
relevanten Änderungen hinsichtlich der Anzahl der Erreger je Zellen zwischen den Sekundär-
infektionen (Rotaviren und Salmonellen) und den jeweiligen Monoinfektionen (Rotaviren 
oder Salmonellen) festgestellt werden.  
Um für eine Sekundärinfektion günstigere Bedingungen zu schaffen, sollte mittels weiterfüh-
render Untersuchungen zunächst eine Adaptation der Rotaviren an die Caco-2 Zellkultur er-
folgen. Sobald eine nachweisbare Virusreplikation in den Caco-2 Zellen stattfindet, könnte es, 
wie bei in-vivo Untersuchungen beschrieben (BÜTTNER 2002), zur Unterdrückung normaler 
zelleigener Funktionen mit nachfolgendem Absterben der betroffenen Zellen kommen, was 
dann einen transepithelialen Salmonelleneintritt durch die entstandenen Epithelzelllücken 
(infolge Zelllyse) erleichtert. Weiterhin müsste, wie bereits in Kapitel 5.2, S. 80 vorgeschla-
gen, eine Variation der Zusammensetzung des Kulturmediums erfolgen, um möglicherweise 
auch die Bakterienvermehrung zu fördern.  
Im Anschluss an die jeweiligen Monoinfektionen und auch im Rahmen der Sekundärinfektio-
nen ist in der vorliegenden Studie die Anzahl der mit Rotaviren und Salmonellen infizierten 
Zellen relativ gering, was erklären würde, warum nur innerhalb einzelner Caco-2 Zellen Ro-
taviren und Salmonellen zusammen auftreten. Es sollte zusätzlich zu den oben aufgeführten 
einflussnehmenden Faktoren eine Inkubation der Zellkultur mit einer höheren Erregerkon-
zentration stattfinden. Die neuen Untersuchungsansätze sind von wesentlicher Bedeutung, um 
evtl. Vergleiche und/oder Rückschlüsse auf die pathophysiologischen Reaktionen innerhalb 
eines mit Rotaviren und Salmonellen infizierten Darmepithels in-vivo ziehen zu können. 
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5.7 Abschließende Betrachtung 
Die immunhistologischen und transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen an 
der Caco-2 Zellkultur, die ultrastrukturell morphologisch überwiegend vergleichbare Charak-
teristika von Enterozyten in-vivo aufweist und die mit LPS in verschiedenen Konzentrationen, 
Rotaviren und/oder Salmonellen mit variierender Expositionszeit, jeweils unter gleichen Kul-
turbedingungen, inkubiert wurde, zeigen, dass die Caco-2 Zellkultur ein geeignetes Modell 
zum Studium „reiner“ Penetrationsmechanismen von Rotaviren und Salmonellen sowie für 
Translokationsvorgänge von Salmonella typhimurium an epithelialen Membranen, im Ver-
gleich zum normalen Darmepithel, darstellt.  
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der bisherigen Untersuchungen, insbeson-
dere durch Anwendung der aufgeführten Kulturbedingungen, an den Caco-2 Zellen keine 
morphologisch erfassbare Zellschädigung als Folge einer direkten Zytotoxizität, bedingt 
durch die eingesetzten Erreger und deren Toxine, nachgewiesen werden kann. Inwieweit diese 
Erkenntnisse den pathophysiologischen Reaktionen in-vivo entsprechen oder ob die im Zu-
sammenhang mit der Erreger-/Toxinwirkung auftretenden Vorgänge im Wesentlichen media-
torvermittelt sind, bleibt unklar. Aus diesem Grund muss für weitere Untersuchungen eine 
Adaptation von Rotaviren an die Caco-2 Zellkultur erfolgen, um die Vergleichbarkeit zwi-
schen in-vitro Modellen und in-vivo Befunden, hinsichtlich morphologisch erfassbarer Zell-
veränderungen infolge einer Virusreplikation, zu verbessern.  
Zudem sollte die Caco-2 Zellkultur „Stressfaktoren“, wie beispielsweise einer veränderten 
Zusammensetzung des Kulturmediums und/oder einer Inkubation mit höheren Erregerkon-
zentrationen, ausgesetzt werden, um somit möglicherweise vergleichbare Ergebnisse zu den 
Befunden eines mit Rotaviren und/oder Salmonellen infizierten Darmepithels in-vivo zu er-
halten.  
Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen, dass die Caco-2 Zellkultur 
grundsätzlich als Modellsystem zur Translokation von Antigenen durch epitheliale Barrieren 
unter verschiedenen Bedingungen geeignet ist. Die Ergebnisse bilden die Grundlage für wei-
tere Untersuchungen hinsichtlich der Problematik Schlachttierbelastung und Produktsicher-
heit mittels eines nach diesen Erfahrungen modifizierten Versuchsansatzes. 
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Caco-2 Zelllinie als in-vitro Enterozytenmodell zu 
nutzen, um mögliche Parallelen zu morphologischen Veränderungen am Darm von Schlacht-
schweinen aufzuzeigen, die im Rahmen experimenteller Versuche des Graduiertenkollegs einer 
chronischen oralen Endotoxinbelastung (LPS von Salmonella typhimurium) ausgesetzt waren.  
Aus diesem Grund sollten morphologische Effekte von Salmonella typhimurium-LPS auf die 
Caco-2 Zellkultur mit Hilfe der Licht- und der Transmissionselektronenmikroskopie näher cha-
rakterisiert werden.   
In weiteren Versuchen erfolgte die Inkubation der Caco-2 Zellkultur mit Rotaviren und mit 
Salmonella typhimurium (als Mono- und als Sekundärinfektion), um die Interaktionen der Er-
reger mit der Zellkultur ultrastrukturell und immunhistochemisch zu beurteilen und diese mit 
den Interaktionen der Erreger am Darm in-vivo zu vergleichen.  
Zu diesem Zweck wurden an der Caco-2 Zellkultur (sieben/14 Tage alt; 12. bis 49. Passage) 
LPS- (Beimpfen mit 0; 0,1; 0,01; 0,001 und 1,0 mg/ml LPS von Salmonella typhimurium für 
eine bis 26 Stunden der sieben Tage alten Zellkultur) und Infektionsversuche (Inkubation mit 
1x105,3 KID50/ml Rotaviren für 17/72 Stunden und/oder 1x106 KBE/ml Salmonellen für 
drei/fünf Stunden) in Kooperation und unter Nutzung des Labors in der „Bundesforschungsan-
stalt für Viruskrankheiten der Tiere“ (BFAV) in Jena durchgeführt.   
Eine detaillierte morphologische Charakterisierung der mit LPS- (n=42), mit Rotaviren- (n=7), 
mit Salmonellen- (n=7) sowie der mit Rotaviren und Salmonellen (n=13) inkubierten Caco-2 
Zellkulturen sowie der Kontroll-Caco-2 Zellkulturen (n=41) erfolgte mit Hilfe der Licht- und 
der Transmissionselektronenmikroskopie sowie an repräsentativ ausgewählten Proben mittels 
immunhistochemischer Methoden (Ki-67 Antigen, PCNA, Nachweis von Rotavirus-, Salmo-
nella-Antigen) und der TUNEL-Technik (Nachweis apoptotischer Zellen) im Institut für Vete-
rinär-Pathologie der Universität Leipzig.   
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Die Caco-2 Zellkultur weist morphologisch überwiegend vergleichbare Charakteristika von 
Enterozyten in-vivo auf.  
Die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass sich die infizierten 
Zellen von den nicht infizierten Zellen morphologisch lediglich in Abhängigkeit von der Erre-
geranzahl unterscheiden: Treten 100 oder mehr Rotaviren bzw. drei oder mehr Salmonellen 
innerhalb einer Zelle auf, kann ein ausgeprägtes „cloudy swelling“ im Zytoplasma der betrof-
fenen Zellen beobachtet werden. Während das Zytoplasma der Zelle somit aufgelockert er-
scheint, sind die Zellorganellen, mit Ausnahme des gering- bis mittelgradig erweiterten rauen 
endoplasmatischen Retikulums, jedoch unverändert. Die Morphologie der mit LPS inkubierten 
Caco-2 Zellen entspricht der der Kontroll-Zellen. Vergleicht man die bisherigen Ergebnisse der 
im Rahmen des Graduiertenkollegs stattgefundenen in-vivo Versuche mit denen, die in dieser 
Studie in-vitro erzielt werden konnten, lässt sich eine Parallele aufzeigen: Endotoxine scheinen 
weder an den untersuchten Enterozyten aus den in-vivo Versuchen (orale Verabreichung) noch 
an den Caco-2 Zellen zu morphologisch erfassbaren Veränderungen zu führen. 
Im Anschluss an eine Infektion der Caco-2 Zellen mit Rotaviren und/oder Salmonellen kann 
immunhistochemisch sowohl Rotavirus- als auch Salmonella-Antigen nachgewiesen und ul-
trastrukturell eine Penetration der Erreger sowie eine Translokation der Salmonellen durch die 
Epithelzellen festgestellt werden, wobei nur sehr vereinzelt das Auftreten beider Erreger ge-
meinsam innerhalb einer Zelle der mit Rotaviren und Salmonellen infizierten Zellkultur beo-
bachtet werden kann. Morphologische Hinweise für eine Virus- bzw. Bakterienvermehrung 
finden sich jedoch in den untersuchten Lokalisationen nicht. Mittels vergleichender Betrach-
tung der Sekundär- mit den jeweiligen Monoinfektionen kann festgestellt werden, dass unter 
Berücksichtigung der gleichen Bedingungen (Zellalter, Passagenanzahl, Expositionszeiten) 
keine Korrelationen zwischen der Anzahl der infizierten Zellen, deren Zellalter und/oder den 
variierenden Expositionszeiten auftreten, und dass keine Wechselbeziehungen zwischen der 
Erregeranzahl pro Zelle, dem Zellalter und/oder den Expositionszeiten bestehen.  
Die Caco-2 Zellkultur stellt somit ein geeignetes Modell zum Studium „reiner“ Penetrations-
mechanismen von Rotaviren und Salmonellen sowie für Translokationsvorgänge von Salmo-
nella typhimurium an epithelialen Membranen, im Vergleich zum normalen Darmepithel, dar. 
Die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse verdeutlichen, dass die Caco-2 Zellkultur 
grundsätzlich als Modellsystem zur Translokation von Antigenen durch epitheliale Barrieren 
unter verschiedenen Bedingungen geeignet ist. Die Ergebnisse bilden die Grundlage für weite-
re Untersuchungen hinsichtlich der Problematik Schlachttierbelastung und Produktsicherheit 
mittels eines nach diesen Erfahrungen modifizierten Versuchsansatzes. 
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The aim of the study was to evaluate the usefulness of the Caco-2 cell line as an in-vitro en-
terocyte model to show potential parallels to morphological alterations in the intestine of 
slaughter swine which were exposed to LPS of Salmonella typhimurium by a long-term ali-
mentary infection within an experiment of the Research Training Group “Influence of Stress 
on Animals for Slaughtering and Safety of Animal Products”. 
On this account, light- and transmission electron microscopical investigations were performed 
in order to: i) characterize the morphological effects of the Salmonella typhimurium-LPS on 
the Caco-2 cell culture, ii) determine the interactions by incubating the Caco-2 cell culture 
with rotaviruses and Salmonella typhimurium as a mono- and secondary infection, iii) com-
pare the findings with the results of in-vivo experiments. 
For that reason, LPS- (seven days old culture inoculated with; 0; 0,1; 0,001 and 1,0 mg/ml 
LPS of Salmonella typhimurium for one to 26 hours) and infection experiments (incubation 
with 1x105,3 PID50/ml rotaviruses for 17/72 hours and/or 1x106 CFU/ml salmonella for 
three/five hours) were carried out with the Caco-2 cell culture (seven/14 days old; 12th to 
49th passages) in cooperation with the Federal Research Centre of Virus Diseases of Animals, 
Jena, Germany.  
At the Institute of Veterinary-Pathology of the University of Leipzig, a detailed morphologi-
cal characterization of the control Caco-2 cell culture (n=41) and the Caco-2 cell culture incu-
bated with LPS (n=42), rotavirus (n=7), salmonella (n=7) as well as both salmonella and ro-
tavirus by means of light- and transmission electron microscopy was performed. Immunohis-
tochemical studies (Ki-67 antigen, PCNA, detection of the rotavirus antigen and salmonella 
antigen) as well as the TUNEL-technique (detection of apoptotic cells) were carried out on 
representatively chosen specimens.  
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Morphologically, the Caco-2 cell culture reveals characteristics comparable to enterocytes in-
vivo. 
The ultrastructural studies show that the morphological differences between infected and non-
infected cells solely depends on the number of causative organisms: in case of the presence of 
more than a hundred rotaviruses or three to more salmonella in one cell, these cells show a 
distinct “cloudy swelling” of the cytoplasm. Nevertheless the organells of these cells remain 
unaffected except for a mild to moderate dilatation of the rough endoplasmatic reticulum. The 
morphology of the Caco-2 cells incubated with LPS corresponds to the control cells. Compar-
ing these in-vitro findings with the results of the in-vivo experiments of the Research Training 
Group the following parallel is obvious: Morphologically detectable alterations due to en-
dotoxines seem to occur neither in-vivo (oral administration) nor in Caco-2 cells.  
After an infection of the Caco-2 cells with rotaviruses and/or salmonella, both antigens are 
detectable distinctly by means of immunohistochemistry. Ultrastructurally a penetration of the 
pathogens as well as a translocation of the salmonella through the epithelial cells can be dis-
covered. In case the cell culture is infected with both rotaviruses and salmonella consecu-
tively, a co-localisation of both organisms is very rarely seen. In none of the investigated 
specimens a proof of a viral or bacterial multiplication was obvious.  
The comparison of the secondary infection with the relating monoinfections under equal con-
ditions (age of the cell, number of passages and time of incubation) reveals no correlations 
between the number and the age of the infected cells and/or the time of incubation. In addi-
tion, no relation between the number of pathogens per cell, the age of the cell and/or the time 
period of exposition can be demonstrated.  
In conclusion, compared to the normal intestinal epithelial layer, the Caco-2 cell culture is an 
appropriate model to investigate “pure” penetration mechanisms of rotaviruses and salmonella 
as well as the translocation processes of Salmonella typhimurium through epithelial mem-
branes. 
The results of this study indicate that the Caco-2 cell culture is a suitable in-vitro system for 
the translocation of antigens through an epithelial barrier under various conditions. This 
knowledge serves as a basis for further investigations regarding the problems of contaminated 
slaughter animals and product reliability by using a modified experimental design. 
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Literaturübersicht  2 
2. Literaturübersicht 
2.1 Morphologie des Darmes unter besonderer Berücksichtigung ultrastruktureller 
Charakteristika des Enterozyten 
Die Dünn- und Dickdarmwand gliedert sich, lumenseitig beginnend, in die Tela mucosa (La-
mina epithelialis, Lamina propria mucosae, Lamina muscularis mucosae), die Tunica submu-
cosa, die Tunica muscularis und die Tunica serosa (LIEBICH 1990).  
Die Lamina epithelialis ist von der Lamina propria durch eine ca. 300 nm breite kontinuierli-
che Basalmembran, bestehend aus Kollagen, Glykoproteinen und Proteoglykanen, getrennt 
(OWEN 1988). Neben den Enterozyten kommen Becherzellen, M-Zellen, Paneth-Zellen, en-
dokrine Zellen, undifferenzierte Stammzellen und intraepitheliale Lymphozyten vor 
(BRITTAN u. WRIGHT 2002). 
Die größte Zellpopulation in allen Darmabschnitten stellen die Enterozyten (Abb. 2.1) dar 
(KERR et al. 1994). 
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Enterozyten (modifiziert nach
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9. Anhang 
9.1 Subkultivierung der Caco-2 Zellkultur 
1. verbrauchtes Kulturmedium von dem, in einer sterilen 25 cm2–Flasche (Fa. Corning, 
Wiesbaden, Nr. 3055) gewachsenen, Zellrasen absaugen 
2. 1x Waschen mit 6-7 ml einer 37°C warmen sterilen PBS-Lösung (Fa. Dr. Hollborn, 
Leipzig, Nr. P 14-1000 WAST) (pH-Wert: 7,2-7,4) 
3. Zugabe von ca. 2 ml einer 37°C warmen sterilen Trypsin-EDTA-Lösung (Fa. Dr. Holl-
born, Leipzig, Nr. E 12-1000 Tryp) (pH-Wert: 7,2-7,3), für 2,5 min bei Zimmertempe-
ratur 
4. Abnahme der Trypsin-EDTA-Lösung  
5. 1 ml einer 37°C warmen sterilen Trypsin-EDTA-Lösung zugeben, zur Vereinzelung der 
Zellen für 30 min. in den Brutschrank (37°C, 5 % CO2) stellen 
6. Aufnahme der Zellsuspension mittels steriler Pipette in 2-3 ml sterilem DMEM (Medi-
um, Life Technologies, Karlsruhe, Nr. 41965039) (pH-Wert: 7,2-7,4), in ein steriles 
Zentrifugenröhrchen (Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Nr. 7163160) überführen, 8 
min bei 200 x g zentrifugieren 
7. Überstand absaugen, Zellpellet in 2-3 ml sterilem frischem Medium aufnehmen 
8. 0,1 ml der Zellsuspension in die sterile Pipette aufnehmen, Zellzahlbestimmung (Kapi-
tel 9.2) 
9. 5 ml des sterilen frischen Dulbecco´s modified Eagle´s mediums (DMEM) in eine 25 
cm2 große sterile Kulturflasche vorlegen, berechnete Menge Zellsuspension zugeben 
10. Inkubation bei 37°C und einer 5 % igen CO2–Konzentration  
9.2 Zellzahlbestimmung 
1. 0,1 ml der zu zählenden Zellsuspension steril entnehmen, in ein steriles Röhrchen 
(Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Nr. 7163160) pipettieren 
2. 0,9 ml PBS (Fa. Dr. Hollborn, Leipzig, Nr. P 14-1000 WAST) dazugeben 
3. Reinigung der Zählkammeroberfläche (Neubauer) (Fa. Fein-Optik, Bad  Blankenburg) 
und des Deckgläschens mit Alkohol, Deckgläschen leicht anfeuchten, auf die Zähl-
kammer schieben, bis sogenannte Newton´sche Ringe sichtbar werden 
4. 0,01 ml der Zellsuspension in die Zählkammer füllen 
5. 4 große Quadrate diagonal auszählen 
6. Mittelwert mit 104 (Kammervolumen) multiplizieren, errechneten Wert mit 10 multipli-
zieren (Verdünnungsfaktor), ergibt die Zellkonzentration pro Milliliter 
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9.3 Herstellung der Rotavirussuspension 
Gebrauchslösung 
80 µl Virusstammlösung (von H.-J. Streckert, Ruhr-Universität Bochum) mit 20 ml PBS+ (Fa. 
Dr. Hollborn, Leipzig, Nr. P 14-1000BSZE) (pH-Wert: 7,2-7,4) verdünnen 
 
Virusaktivierung 
1. 40 µl Trypsinlösung (Dr. Hollborn, Leipzig, Nr. E 12-1000 Tryp) mit 1 ml Gebrauchs-
lösung bei 37°C 30 min inkubieren 
2. mit 0,4 ml dieser Virussuspension den Zellrasen in den Millicell®-Einsätzen beimpfen, 
für 1 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubieren 
3. Virussuspension absaugen, 1 x mit PBS+-Puffer (Fa. Dr. Hollborn, Leipzig, Nr. P 14-
1000BSZE) (pH-Wert: 7,2-7,4) waschen 
 
Virusinfizierung
1. 40 µl Trypsinlösung (Dr. Hollborn, Leipzig, Nr. E 12-1000 Tryp) / 10 ml DMEM (Life 
Technologies, Karlsruhe, Nr. 41965039) (pH-Wert: 7,2-7,4) verdünnen  
2. 0,3 ml Trypsin/Medium-Lösung auf die Caco-2 Zellen aufpipettieren, für 17 h bzw. 72 
h bei 37°C und 5 % CO2 inkubieren 
3. Trypsin/Medium-Lösung absaugen, 1 x Waschen mit PBS+-Puffer (Fa. Dr. Hollborn, 
Leipzig, Nr. P 14-1000 BSZE) (pH-Wert: 7,2-7,4) 
9.4 Herstellung der Salmonellensuspension 
Gebrauchslösung 
1 ml Salmonellenstammlösung (BFAV, Jena) mit 20 ml (DMEM (Life Technologies, Karls-
ruhe, Nr. 41965039) (pH-Wert: 7,2-7,4) verdünnen 
 
Salmonelleninfizierung 
1. 0,4 ml der Salmonellengebrauchslösung auf die 1x mit PBS+-Puffer (Fa. Dr. Hollborn, 
Leipzig, Nr. P 14-1000 BSZE) (pH-Wert: 7,2-7,4) gewaschenen Caco-2 Zellen aufpi-
pettieren und für 3 h bzw. 5 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubieren 
2. Salmonellengebrauchslösung absaugen und 1 x mit PBS+-Puffer waschen 
9.5 Verfahrensschritte der immunhistologischen Untersuchung 
9.5.1 Vorbehandlung 
1. Aufziehen von 3-4 µm dicken Schnitten auf Super-Frost Plus Objektträger (Fa. Menzel-
Gläser). 
30 min Trocknen bei Raumtemperatur vor einem Ventilator, anschließend Lagerung    
über Nacht im Wärmeschrank bei 37°C 
2. Entparaffinierung und Rehydrierung 
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10 min Roti®- Histol (Fa. Roth, Karlsruhe) 
2 x je 3 min Isopropanol 
3 min 96% Alkohol 
3. Inaktivierung der endogenen Peroxidase 
30 min in Methanol mit frisch zugesetztem 0,5 % igem H2O2 bei Raumtemperatur 
(Pethydrol 30 % H2O2 p.a., 7210, E. Merck, Dortmund) 
4. Waschen in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
9.5.2 Besondere Verfahren 
Vor dem Aufbringen der Objektträger auf die Coverplates® wurde zunächst zum Nachweis 
des Ki67-Antigens und des PCNA´s eine Zitrat-Behandlung durchgeführt. 
Zitrat-Behandlung 
1. 10 mM Zitratpuffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) pH 6,0 (Ki 67-
Antigen) bzw. pH 4,0 (PCNA) auf 96°C vorwärmen 
2. 30 min (Ki67-Antigen) bzw. 15 min (PCNA) Kochen der Schnitte in 96°C heißem Zit-
ratpuffer 
3. 30 min (Ki 67-Antigen) bzw. 15 min (PCNA) bei Zimmertemperatur abkühlen lassen 
5. Spülen in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
9.5.3 Antigennachweis mittels monoklonaler Antikörper nach der PAP-Methode 
1. Wechseln der Schnitte aus der Küvette in Coverplates® 
(Life Sience Int. GmbH, Frankfurt/Main, Nr. 721100013) 
2. Einbringen von je 100 µl in 1 % BSA (Fa. Boehringer, Mannheim, Nr. 3895) in TBS 
(Ki-67 Antigen, s. Kap. 9.7, verwendete Antikörper und Seren) (s. verwendete Lösun-
gen und Puffer, Kap. 9.8) verdünnten Primärantikörpers (beziehungsweise des Kontroll-
serums) in die Coverplates®  
Inkubation über Nacht bei 4°C 
3. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
je Coverplate®
4. Einbringen von je 100 µl Ratte anti-Maus IgG 1:100 in 1 % BSA in TBS (s. verwendete 
Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) je Coverplate® (Bovines Serum Albumin, Fa. Boehrin-
ger, Mannheim, Nr. 3895) 
30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
5. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
je Coverplate® 
6. Einbringen von je 100 µl Maus-PAP 1:500 in 1 % BSA in TBS (s. verwendete Lösun-
gen und Puffer, Kap. 9.8) je Coverplate® 
30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
7. Spülen durch Einbringen von je 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 
9.8) je Coverplate® und weiter mit Abschnitt 9.5.5 (Standard zur Nachbehandlung) 
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9.5.4 Antigennachweis mittels polyklonaler Antikörper nach der PAP-Methode 
1. Wechseln der Schnitte aus der Küvette in Coverplates® (Life Science Int. GmbH, 
Frankfurt/Main, Nr. 721100013) Blocken der unspezifischen Bindungen mit 1:2 ver-
dünntem Schweineserum in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
 10 min bei Raumtemperatur 
2. Einbringen von je 100 µl des in 20 % igem Schweineserum in TBS (s. verwendete Lö-
sungen und Puffer, Kap. 9.8) verdünnten Primärantikörpers (s. Kap. 9.7, verwendete 
Antikörper und Seren) in die Coverplates®  
 Inkubation über Nacht bei 4°C 
3. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
je Coverplate®
4. Einbringen von je 100 µl Schwein-anti-Kaninchen IgG 1:100 in 20 % igem Schweine-
serum in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) je Coverplate®  
 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
5. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
je Coverplate®  
6. Einbringen von je 100 µl Kaninchen-PAP 1:100 in 20 % igem Schweineserum in TBS 
(s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) je Coverplate®  
 30 min Inkubation bei Raumtemperatur 
7. Spülen durch Einbringen von 2 ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
je Coverplate®  
 weiter mit Abschnitt 9.5.5 (Standard zur Nachbehandlung) 
9.5.5 Standard zur Nachbehandlung 
1. Wechseln der Schnitte aus den Coverplates® in eine Küvette 
2. 10 min Inkubation der Schnitte unter ständigem Rühren (Magnetrührer) in 3,3. 
Diaminobenzidintetrahydrochloriddihydrat (DAB), Fa. Fluka, Neu Ulm) mit 0,01 % 
igem H2O2 (30 %) in 0,1 M Imidazolpuffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap.
9.8) (pH 7,1) bei Raumtempera
 
tur 
3. 3 x 5 min Waschen in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) bei Raum-
temperatur 
4. 5 min Waschen in Aqua dest. bei Raumtemperatur 
5. 10 Sekunden Gegenfärben mit PAPANICOLAOUs Lösung (s. verwendete Lösungen 
und Puffer, Kap. 9.8) und 
5 min Bläuen in Leitungswasser 
6. Je 3 min Entwässern in der aufsteigenden Alkoholreihe 
5 min Roti®-Histol 
5 min Roti®-Histol 
10 min Xylol 
7. Eindecken der Objektträger 
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9.6 Verwendete Antikörper und Seren für die Immunhistologie  
Primärantikörper 
Die Primärantikörper, ihre Bezugsquelle sowie die verwendeten Verdünnungen sind der fol-
genden Übersicht zu entnehmen: 
 
Primärantikörper mono-/polyklonal Verdünnung Bezugsquelle 
Maus anti-Human 
Ki67-Antigen monoklonal 1:10 
NCL-Ki-67-MM1  
Medac Diagnostika, Hamburg 
Maus anti-PCNA monoklonal 1:100 M 0879 Dako, Hamburg 
Rotavirus monoklonal 1:50 
BIO 019 
Bio X Diagnostics, Marche-en-
Famenne, Belgien 
Salmonellen polyklonal 1:100 Institut für Immunologie 
 
Schweineserum 
Das von Schlachtschweinen stammende Serum wurde sterilfiltriert, zur Konservierung mit 
0,05% Mertiolat versetzt und bis zur Verwendung bei –20°C gelagert. 
 
Sekundäre Antikörper
Als Sekundärantikörper für monoklonale Primärantikörper nach der Peroxidase anti-
Peroxidase Methode wurde 1:100 in 1 % BSA in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, 
Kap. 9.8) verdünntes Ratte anti-Maus IgG (Fa. Dianova GmbH, Hamburg, Nr. 415005100) 
eingesetzt. 
Als Sekundärantikörper für polyklonale Primärantikörper nach der Peroxidase anti-
Peroxidase Methode wurde 1:100 in 20 % igem Schweineserum in TBS (s. verwendete Lö-
sungen und Puffer, Kap. 9.8) verdünntes Schwein-anti-Kaninchen IgG (Fa. DAKO, Hamburg, 
ZO 196) verwendet. 
 
Peroxidase anti-Peroxidase (PAP)-Komplex 
Als PAP-Komplex für die monoklonalen Primärantikörper diente eine 1:500 in 1 % BSA 
in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) verdünnter Maus-PAP (Fa. Dianova 
Diagnostika GmbH, Hamburg, Nr. 223005025). 
Als PAP-Komplex für die polyklonalen Primärantikörper wurde ein 1:100 in 20 %igem 
Schweineserum in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) verdünnter Kanin-
chen-PAP (Fa. DAKO, Hamburg ZO113) eingesetzt. 
 
Kontrollseren 
Als Kontrollserum (Negativkontrolle) für die monoklonalen Antikörper aus der Maus wurde 
ein monoklonaler Antikörper gegen Oberflächenantige von Hühner-Bursa-Lymphozyten (T1; 
HIRSCHBERGER 1987) verwendet.  
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Als Negativkontrolle für polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen wurden die Schnitte 
jeweils parallel mit Kaninchenserum (Fa. DAKO, Hamburg, X0902) inkubiert. 
9.7 Durchführung der TUNEL-Technik 
1. Entparaffinierung und Rehydrierung 
10 min Roti®-Histol (Fa. Roth, Karlsruhe) 
2 x je 3 min Isopropanol 
3 min 96 % Alkohol 
3 min 80 % Ethanol 
3 min 70 % Ethanol 
2 x 2 min Aqua bidest. 
2. DNA nick end-labeling 
5 min TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) bei Raumtemperatur 15 min 
Inkubation mit Protease K (Fa. Fluka, Taufkirchen, Nr. 82456 10 mg/ml) 
3 µl/ml TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) in einer feuchten Kammer 
Wechsel der Schnitte in eine Küvette 
4 x 2 min spülen mit Aqua bidest. 
3. Blocken der endogenen Peroxidase 
Inkubation der Schnitte 30 min bei Raumtemperatur in 2 % H2O2 (10 ml H2O2 + 140 ml 
Aqua bidest.) 
4. 3 x 2 min Spülen mit Aqua bidest. 
5. 10 min Inkubation mit TdT-Puffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) bei 
Raumtemperatur 
6. Wechsel der Schnitte in die feuchte Kammer 
7. 10 min Inkubation mit TdT (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 220582) (1:20 verdünnt mit 
50 % Glycerol-PBS) + Biotin-dUTP (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 1093070) (1:10 in 
PBS verdünnt) in TdT-Puffer (425 µl) (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
bei 37°C 
8. Wechsel der Schnitte in eine Küvette 
9. 2 x 5 min inkubieren mit TB-Puffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
10. 5 min inkubieren in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
11. Wechsel der Schnitte in die feuchte Kammer 
12. 20 min inkubieren mit 3 % BSA in TBS bei Raumtemperatur 
13. 5 min inkubieren in TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
14. 30 min inkubieren mit ABC/HPR bei Raumtemperatur 
15. Wechsel der Schnitte in eine Küvette 
16. spülen mit TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
17. 20 min inkubieren in DAB (s.o.) unter ständigem Rühren 
18. spülen mit TBS (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
19. spülen mit Aqua bidest. 
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20. 10 Sekunden Gegenfärben mit PAPANICOLAOUs Lösung (s. verwendete Lösungen 
und Puffer, Kap. 9.8) und 
5 min Bläuen in Leitungswasser 
21. Je 3 min Entwässern in der aufsteigenden Alkoholreihe 
5 min Roti®-Histol 
5 min Roti®-Histol 
10 min Xylol 
22. Eindecken der Objektträger 
 
Ein Schnitt, der als Positivkontrolle diente, wurde einer DNAse-Behandlung unterzogen: 
5 min Inkubation in DN-Puffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) 
10 min Inkubation in Dnase I (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 776785, RNase frei) 
250-500 Units in DN-Puffer (s. verwendete Lösungen und Puffer, Kap. 9.8) bei Raumtempe-
ratur 
waschen in Aqua bidest. 
 
9.8 Verwendete Lösungen und Puffer für die Immunhistologie und die TUNEL Tech-
nik  
Tris-buffered saline (TBS, pH 7,6) 
Stammlösung: 
60,57 g Tris- (hxdroxymethyl) aminomethan (Fa. Roth, Karlsruhe) 
610 ml Aqua dest.  
390 ml HCL 1 N (Fa. Merck, Darmstadt) 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung 
900 ml 0,8 % NaCl (Fa. Merck) in Aqua dest. 
 
Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,2, 300mOsm) 
Stammlösung: 
42 g NaCl krist. (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 106400) 
9,26 g Na2HPO4 x 2 H2O2 p.a. (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 106580) 
2,15 g K2HPO4 (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 105104) 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
Gebrauchslösung: 
Verdünnung der Stammlösung 1:5 in Aqua bidest. 
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Zitratpuffer (10mM, pH6,0) 
Stammlösung A: 
0,1 M Zitronensäure (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 100247) 
(21,01 g C6H5O7Na3 x H2O in 1000 ml Aqua dest.) 
Stammlösung B: 
0,1 M Natriumcitrat (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 106448) 
(29,41 g C6H5O7Na3 x H2O in 1000 ml Aqua dest.) 
Gebrauchslösung: 
9 ml Stammlösung A und 41 ml Stammlösung B mit 450 ml Aqua dest. Auf 500 ml auffüllen 
und mischen 
 
TdT-Puffer (pH 7,2; 1 N HCL) 
TRIS (Fa. Sigma, Taufkirchen, Nr. 340-22) 3,633 g 
Na-Cacodylat (Fa. Sigma, Taufkirchen, Nr. 726-4) 29,96 g 
CoCl2 (Fa. Sigma, Taufkirchen, Nr. 60818) 0,238 g 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
 
TB-Puffer (pH 8) 
NaCl (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 106400) 17,532 g 
Na-Citrat (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 106448) 8,8233 g 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
 
DN-Puffer (pH 7,2; 1 N HCL) 
TRIZMA base (Fa. Sigma, Taufkirchen, Nr. T-8524) 3,633 g 
Na-Cacodylat (Fa. Sigma, Taufkirchen, Nr. 726-4) 29,96 g 
MgCl2 (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 105833) 0,812 g 
Dithiothreitol (Fa. Sigma, Taufkirchen, D 9760) 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
 
Imidazol/HCL-Puffer o,1 M (pH 7,1) 
6,81 g Imidazol (Fa. Merck, Nr. 104716) 
Aqua dest. Ad 1000 ml 
Zugabe von 500 ml 0,1 M HCL (Fa. Merck, Darmstadt, Nr.100312) 
 
Diaminobenzidintetrahydrochlorid-Lösung (DAB) 
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100 mg DAB (Fa. Fluka, Neu Ulm) in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCL-Puffer, pH 7,1 lösen, mi-
schen, filtrieren und unmittelbar vor Gebrauch 70 µl H2O2 zugeben  
 
PAPANICOLAOUs Lösung 
PAPANICOLAOUs Lösung und Aqua dest. im Verhältnis 1:20 mischen und filtrieren. 
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